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L’ANXIETE LIEE AU SEVRAGE A LA COCAÏNE  
Etude comportementale et neuroanatomique 
Résumé  
L’anxiété est un symptôme prédominant au cours des périodes initiales de sevrage à la cocaïne et est considéré 
comme un facteur important de rechute. Le but de cette étude était de caractériser les dysfonctionnements 
cérébraux qui pourraient contribuer à l’expression de cet état pathologique chez le rat.  
Les rats sont traités avec de la cocaïne en chronique et le comportement anxieux est évalué au cours du sevrage 
dans différents paradigmes expérimentaux (tests du labyrinthe en croix surélevé, du confinement dans un bras 
ouvert surélevé et de l’enfouissement défensif). Nos résultats ont montré que le sevrage à la cocaïne induit un 
état anxieux élevé qui persiste pendant au moins 28 jours de sevrage. Nous avons ensuite utilisé 
l’immunohistochimie de Fos pour comparer les patterns d’activation cérébrale chez les rats sevrés et témoins 
après exposition au test de l’OA. Nos données ont montré que l’anxiété élevée des rats sevrés était accompagnée 
d’une altération de la réactivité des neurones glutamatergiques de la partie dorsale du cortex préfrontal médian 
(dCPFm) et de certaines régions sous-corticale (aires hypothalamiques latérale et antérieure et le noyau 
paraventriculaire du thalamus). Nous avons ensuite montré que l’inactivation pharmacologique du dCPFm avec 
du muscimol atténuait les comportements anxieux des rats sevrés suggérant ainsi une hyperréactivité de cette 
région corticale durant le traitement des informations de type anxieux. Notre étude amène des données nouvelles 
quant aux substrats neuronaux sous-tendant l’anxiété pathologique observée au cours du sevrage à la cocaïne et 
souligne l’importance du CPFm dans la régulation de cet état d’anxiété pathologique. 
Mots-clés: Cocaïne, anxiété, immunohistochimie de Fos, cortex préfrontal médian, muscimol 
ANXIETY DURING COCAINE WITHDRAWAL  
Behavioral and neuroanatomical study 
Abstract  
Anxiety is one of the prevailing symptoms observed during the initial period of abstinence in cocaine abusers 
and is considered as an important factor of relapse. The aim of this study was to provide further insight into the 
cerebral dysregulations that might contribute to this pathological state in rats.  
Rats were treated chronically with cocaine and anxiety-behaviors were assessed in different paradigms during 
withdrawal (elevated plus maze, open arm and shock probe burying tests). Our results demonstrated that cocaine 
withdrawal induced persistent heightened levels of anxiety that last for at least 28 days. We then used Fos 
immunohistochemistry to map neuronal activation patterns in withdrawn rats confined to one open arm (OA) of 
an elevated plus maze. Our data showed that the exacerbated anxiety observed in cocaine treated rats exposed to 
an OA was accompanied by an altered reactivity of the dorsal part of the medial prefrontal cortex (dmPFC) 
glutamatergic neurons and some sub-cortical regions (anterior and lateral hypothalamic areas and the 
paraventricular nucleus of the thalamus). Finally, we showed that pharmacological inactivation of the dmPFC 
with muscimol considerably attenuated anxiety-related behaviors in cocaine withdrawn rats suggesting an 
exaggerated response of this cortical area during the processing of anxiogenic stimuli. The present study 
provides new data on the neural substrate underlying pathological anxiety observed during cocaine withdrawal 
and highlights the importance of the dmPFC in the regulation of this pathological anxiety state.  
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   L’usage abusif ou addictif de drogues, qu’elles soient licites comme l’alcool ou le tabac, ou 
illicites comme l’héroïne ou les psychostimulants (cocaïne, ecstasy, amphétamines) est 
souvent accompagné de troubles psychiatriques (schizophrénie, troubles de l’humeur, troubles 
anxieux, troubles de la personnalité,…) (Fenton et al, 2012; Kellogg et al, 2002; Kessler et al, 
2005; Swendsen et al, 2010). La co-occurrence chez un même individu d’un trouble lié à la 
consommation de drogues et d’un autre trouble psychiatrique entraîne une aggravation du 
pronostic, une plus grande difficulté dans la prise en charge et des conséquences plus graves 
sur le plan socioprofessionnel et relationnel. 
   Les données épidémiologiques indiquent une forte prévalence des troubles anxieux chez les 
personnes consommant de la cocaïne (Bolton et al, 2006; Jacobsen et al, 2001) et suggèrent 
l’existence d’interactions entre consommation de ce psychostimulant et anxiété pathologique. 
Plusieurs hypothèses, non exclusives, ont été émises pour tenter d’expliquer cette 
comorbidité : les troubles anxieux observés pourraient être induits ou aggravés par la 
consommation de cocaïne, les troubles anxieux pourraient inciter à la consommation de 
cocaïne comme tentative d’automédication, l’expression de ces deux pathologies pourrait 
refléter une vulnérabilité partagée. En effet, l’anxiété est non seulement un symptôme observé 
lors de l’arrêt de la consommation de cocaïne mais également un facteur important dans sa 
reprise ou dans le déclenchement de la rechute après une période d’abstinence. De plus, 
l’anxiété est également susceptible de potentialiser l’effet d’autres facteurs sur la prise de 
cocaïne, comme l’effet des indices environnementaux rappelant la prise de drogues. Les 
mécanismes neurobiologiques sous-tendant ces interactions ne sont pas connus et leur 
compréhension permettrait de proposer des stratégies thérapeutiques plus efficaces pour le 
traitement des personnes présentant ces comorbidités psychiatrique et addictive. 
   Dans cette étude, réalisée chez le rat, nous nous sommes intéressés aux conséquences d’une 
exposition répétée à la cocaïne sur l’expression d’états anxieux au cours d’une période de 
sevrage courte et prolongée, pour ensuite porter une attention particulière aux substrats 
neuronaux qui sous-tendent l’expression de cet état émotionnel. Pour traiter ce sujet, il nous 
est apparu indispensable de rappeler les principales données sur les effets comportementaux et 
neurobiologiques de la cocaïne d’une part et la physiopathologie des troubles anxieux d’autre 











1- La cocaïne 
1- 1 Généralités 
1- 1- 1 Historique 
?
   La cocaïne est un alcaloïde extrait de la feuille de coca. Il existe au moins quatre espèces 
d’arbustes à coca dont le plus commun est Erythroxylon Coca. Ces arbustes restent concentrés 
dans trois pays de la région des Andes : la Colombie, le Pérou et la Bolivie. Bien que poussant 
à l’état sauvage, l’arbuste à coca est cultivé, généralement entre 500 et 1500 m d’altitude en 
climat humide. La feuille de coca contient plusieurs alcaloïdes dont l’un est la cocaïne.   
   L'usage de la feuille de coca remonte à la plus haute antiquité. Les découvertes 
archéologiques témoignent de l’usage de la coca en Amérique du Sud, 3000 ans avant J.C. 
Chez les Incas, initialement réservée aux prêtres et aux castes élevées pour les rituels sacrés, 
la coca a rapidement gagné toutes les couches de la population. Les feuilles de coca sont 
consommées sous forme d’une chique que l’on mastique pendant quelques heures. L’appareil 
digestif est anesthésié, l’usager ne ressent plus la faim. Cette consommation permettait aussi 
de se protéger du froid et de l’altitude. 
                          
Figure 1 : Photographies illustrant de gauche à droite : l’arbuste Erythroxylon Coca, une 
publicité pour le vin Mariani et des cristaux de chlorhydrate de cocaïne. 





   Introduite en Europe peu après la conquête du Pérou, la feuille de coca est employée par les 
médecins en infusion et décoction pour de nombreux traitements. Le chimiste allemand, 
Friedrich Gaedcke, est le premier en 1855 à avoir isolé des cristaux contenus dans la feuille de 
coca. Il nomme cette substance Erythroxyline. C'est en 1860 à Vienne qu’un étudiant en 
chimie, Albert Niemann, identifie pour la première fois le principe actif des feuilles de coca, 
la cocaïne, et en décrit l’action anesthésique. Trois ans plus tard, Lossen en détermine la 
formule chimique. En 1863, le vin Mariani – une boisson tonifiante – contenant des infusions 
de feuilles de coca est commercialisé et assimilé à un médicament contre la grippe, l’anémie 
ou la dépression. En 1885, le pharmacien américain Pemberton inventa une boisson à base de 
feuilles de coca, le Coca-Cola ®, qui contiendra de l’extrait de coca jusqu’au début du siècle. 
   La cocaïne a été longtemps utilisée en thérapeutique pour l'anesthésie des tissus profonds et 
les anesthésies locales. La prescription médicale de cocaïne se développe rapidement, comme 
anesthésiant, comme tonifiant, voire comme traitement de désintoxication à l’opium, à la 
morphine et à l’alcool. Mais dès 1885, certains spécialistes, dont le toxicologue Louis Lewin, 
commencent à décrire les effets néfastes de la cocaïne. Les premiers cas de dépendance ont 
également été décrits à cette époque. En 1914, les états américains ont réglementé l'usage et la 
distribution de cocaïne par l'adoption du "Harrison Act", pour réduire la criminalité et en 
interdire peu à peu l'usage non-médical. En 1961, l’Organisation des Nations Unies (ONU) a 
convoqué la convention unique sur les stupéfiants dont l’objectif est de limiter la 
production et le commerce des stupéfiants dont la cocaïne.  
   En 1993, l’Observatoire Européen des Drogues et des Toxicomanies (OEDT) est créé pour 
apporter « des informations objectives, fiables et comparables au  niveau européen sur le 
phénomène des drogues, des toxicomanies et leurs conséquences ». Aujourd’hui, malgré les 
restrictions à son utilisation, la cocaïne reste la deuxième drogue illicite la plus expérimentée 
en Europe après le cannabis (Rapport OEDT 2011). 
1- 1- 2 Structure et pharmacocinétique
   La cocaïne ou benzoylméthylecgonine fait partie de la famille des alcaloïdes. Sa formule 






Figure 2 : Structure moléculaire de la cocaïne 
?
   La distribution de la cocaïne dans l’organisme se fait de manière très rapide, notamment 
vers le cerveau puisqu’elle passe très facilement la barrière hémato-encéphalique. Suite à une 
injection intraveineuse, la cocaïne atteint des concentrations maximales dans le cerveau en 
moins de 10 minutes. Les taux cérébraux diminuent ensuite rapidement (Fowler et al, 1992, 
2001).  
   La cocaïne est une molécule rapidement dégradée dans l’organisme sous l’action des 
cholinestérases plasmatique et hépatique. Sa demi-vie dans le plasma est estimée à environ 
une heure, ce qui explique ses effets relativement brefs (Fowler et al, 1992). Ses deux 
principaux métabolites, la benzoylecgonine et l’ecgonine méthyl ester, sont retrouvés dans 
l’urine et sont considérés comme des marqueurs de son utilisation. ?
1- 1- 3 Modes de consommation et prévalence
   La cocaïne peut être consommée sous plusieurs formes. La plupart des consommateurs de 
cocaïne déclarent l’inhaler sous forme de poudre (chlorhydrate de cocaïne) ou la fumer après 
transformation en cocaïne base (« free base » ou « crack »). On observe cependant une grande 
diversité entre les consommateurs. Les usagers occasionnels, souvent mieux intégrés 
socialement, sniffent généralement de la poudre alors que les usagers marginaux et souvent 
dépendants s’injectent de la cocaïne ou prennent du crack. Du fait de son action et de sa 
vitesse d’élimination rapides, la cocaïne est généralement consommée de façon répétitive et 
rapprochée (Johanson and Fischman, 1989). Son usage varie selon les individus allant d’une 
consommation récréative et contrôlée à une consommation compulsive (voir § 1- 2 Effets 
psychotropes et somatiques).  
   On estime à environ 14,5 millions le nombre d’européens qui ont consommé au moins une 





estimations de la prévalence de la consommation de cocaïne sont plus basses en Europe 
(2,1 %) qu’en Australie (3,4 %), au Canada (3,3 %) ou aux Etats-Unis (4,1 %) bien que ces 
niveaux varient considérablement d’un pays à un autre. L’Irlande, l’Espagne, l’Italie, Chypre 
et le Royaume-Uni déclarent des niveaux de consommation supérieurs à la moyenne 
européenne (Rapport de l’OEDT 2011). En Europe, la disponibilité et la baisse du prix du 
produit la rendent accessible à toutes les classes sociales ; son usage ne concerne donc plus 
seulement une « élite » fortunée.  
1- 2 Effets psychiques et somatiques 
1- 2- 1 Au cours de sa consommation  
?
En aigu
   La cocaïne possède de fortes propriétés stimulantes. Chez l’homme, sa consommation 
induit un état d’euphorie immédiat et un accroissement de la vigilance. Cette phase 
d’excitation psychique dure environ une heure et s’accompagne d’un sentiment subjectif de 
puissance intellectuelle et physique se traduisant notamment par une forte acuité mentale, 
mais aussi une diminution de la sensation de fatigue, du sommeil et de l’appétit. Cette phase 
est dite de « rush » ou de « flash » (Gawin, 1991). En outre, des symptômes physiques tels 
que l’accélération du rythme cardiaque et respiratoire ou l’élévation de la pression artérielle 
sont également constatés.
???Chez les rongeurs, les propriétés stimulantes de la cocaïne ont surtout été étudiées par des 
mesures comportementales. Une administration aiguë de cocaïne induit une hyperactivité 
locomotrice et, à forte dose, l’apparition de stéréotypies (comportements répétitifs de faibles 
amplitudes sans motivation apparente tels que des hochements de tête et des reniflements) 
(Flagel and Robinson, 2007; Johanson and Fischman, 1989). Les effets « appétitifs » et 
renforçants de la cocaïne, quant à eux, peuvent être évalués par le test de préférence de place 
conditionnée (association des effets plaisants de la cocaïne à un environnement précis) ou des 
modèles expérimentaux d’auto-administration (comportement actif de l’animal dans le but de 
se procurer de la cocaïne). 
??
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   L’addiction étant définie par l’usage compulsif de drogues en dépit des effets nocifs qu’il 
induit, différents modèles animaux ont été développés pour modéliser cet aspect de la 
consommation (Deroche-Gamonet et al, 2004; Vanderschuren and Everitt, 2004). Chez les 
rongeurs ayant eu la possibilité de s’auto-administrer la cocaïne pendant de longues périodes, 
le comportement addictif s’évalue par la présence des trois critères suivants : la perte de 
contrôle (maintien du comportement de recherche de la drogue même si cette dernière n’est 
plus délivrée), la forte motivation à consommer (capacité de l’animal à fournir un effort 
important pour obtenir la drogue) et une consommation continue en dépit des conséquences 
néfastes (administration de cocaïne associée à un choc électrique délivré dans les pattes, par 
exemple). Il est intéressant de noter que, sur la base de ces critères, environ 20 % d’une 
population de rats appartenant à une même souche développe un comportement apparenté à la 
dépendance (Deroche-Gamonet et al, 2004; Kasanetz et al, 2010) ce qui reproduit la 
proportion observée chez l’homme. 
   L’administration répétée de cocaïne induit une augmentation progressive de la réponse 
motrice à une même dose de drogue au fur et à mesure des injections. Ce phénomène est 
nommé « sensibilisation comportementale » (Post et al, 1987). Il se maintient pendant des 
mois, même en l’absence de nouvelle exposition aux psychostimulants, et dépend de la dose 
de cocaïne à laquelle l’animal a été exposé (Kalivas and Duffy, 1993; Samaha et al, 2002). 
Cette sensibilisation comportementale reflète la mise en place de neuroadaptations cérébrales 
durables et serait associée à un accroissement de la motivation pour la drogue (Vezina, 2004). 
1- 2- 2 Au cours du sevrage
?
   L’arrêt de la prise de cocaïne ne produit pas de symptômes physiques marqués, mais peut 
faire apparaître des symptômes psychiques dont l’évolution varie au cours de la période de 
sevrage. Chez l’homme, les observations cliniques ont permis de décrire trois phases dans la 
symptomatologie de la période d’abstinence (Gawin and Kleber, 1986; Gawin, 1991):  
- la première phase ou « crash » se définit par une phase d’effondrement dépressif avec 
manifestations d’un état anxieux, de sensations de fatigue et de sommeil. Le recours aux 






- la deuxième phase qui peut se prolonger pendant plusieurs semaines est marquée par un 
état d’anhédonie, un manque de motivation et une forte anxiété. 
- la troisième phase est une période qui se caractérise par une stabilisation de l’humeur et 
des émotions mais elle peut être marquée par des envies épisodiques et irrépressibles de 
drogues déclenchées par un stress ou par les indices environnementaux préalablement 
associés à la prise de drogues. Cette envie irrépressible peut survenir même après des années 
d’arrêt de consommation de la drogue. 
   Les symptômes de sevrage à la cocaïne chez les rongeurs présentent des homologies avec 
ce qui est observé chez l’homme (anxiété, anhédonie, troubles du sommeil,…).  
Une augmentation du niveau d’anxiété a été mise en évidence dès la première heure qui suit 
l’administration aiguë ou chronique de cocaïne chez le rat, et ceci dans plusieurs paradigmes 
expérimentaux : le labyrinthe en croix surélevé (EPM) (Paine et al, 2002; Perrine et al, 2008), 
le test d’enfouissement défensif (Aujla et al, 2008; Basso et al, 1999) ou le test de « l’open 
field » (Yang et al, 1992). Il a également été montré qu’un stimulus aversif, comme l’envoi de 
bouffées d’air sur le museau des rats lors d’un sevrage à la cocaïne, induit l’émission de 
vocalisations ultrasoniques qui peut être interprétée comme un signe d’anxiété ; ces 
vocalisations cessent lorsque l’animal a la possibilité de consommer de la drogue et sont 
absentes chez les rats témoins (Covington and Miczek, 2003). 
   De même, des données expérimentales indiquent l’apparition d’un état anhédonique pendant 
la période de sevrage chez des rats exposés à la cocaïne. Ainsi, plusieurs équipes rapportent 
que les rats qui ont eu la possibilité de s’auto-administrer de la cocaïne ou un autre 
psychostimulant de façon prolongée montrent une augmentation de leur seuil 
d’autostimulation intracérébrale (c’est-à-dire une diminution de leur sensibilité à la valeur 
récompensante de cette stimulation) jusqu’à 48 heures après l’exposition à la drogue (Amitai 
et al, 2009; D’Souza and Markou, 2010). De plus, l’administration quotidienne de fortes 
doses de cocaïne réduit la préférence des rats pour un environnement associé à un nouvel 
objet, jusqu’à 5 semaines après l’arrêt du traitement, suggérant aussi l’induction d’un état 





1- 3 Mécanismes d’action  
1- 3- 1 Cibles moléculaires 
?
   La cocaïne a pour cibles primaires les transporteurs membranaires des monoamines : le 
transporteur membranaire de la dopamine (DA) ou DAT, de la noradrénaline ou NET et de la 
sérotonine ou SERT. A la différence des autres psychostimulants, comme l’amphétamine, la 
méthamphétamine et le méthylphénidate qui ont une plus faible affinité pour les transporteurs 
de la sérotonine, la cocaïne se lie avec une affinité comparable à ces différents transporteurs 
(Tableau 1).  
Tableau 1 : Affinités de différents psychostimulants pour les transporteurs membranaires des 
monoamines d’après la revue de Howell et Kimmel (2008).  
   La cocaïne, en se liant à ces transporteurs, bloque la recapture des trois monoamines après 
leur libération et augmente leurs concentrations extracellulaires au niveau synaptique et 
somato-dendritique (Kuhar et al, 1991). Les études chez le rat montrent que l’injection de 
cocaïne provoque une forte augmentation des taux extracellulaires de DA et de sérotonine 
dans le striatum, le noyau accumbens (NAC), le cortex préfrontal et l’aire tegmentale ventrale 
(ATV) (Chen and Reith, 1993; Imperato et al, 1992; Kalivas and Duffy, 1993; Shimamoto et 
al, 2011) et de noradrénaline dans le cortex préfrontal, l’hippocampe et l’ATV (Florin et al, 
1994).  
   Il faut noter que l’augmentation de la transmission monoaminergique, après exposition à la 
cocaïne, est d’autant plus forte que l’activité de base des neurones est élevée; elle est donc 





   Dans le paragraphe qui suit, nous nous focaliserons sur les systèmes dopaminergiques 
puisqu’ils jouent un rôle prépondérant dans les effets psychostimulants et addictifs de la 
cocaïne, même si divers arguments expérimentaux plaident en faveur d’une modulation de 
leurs effets par les systèmes sérotoninergique et noradrénergique.  
1- 3- 2 Importance des systèmes dopaminergiques 
?
   Les études pharmacologiques ont démontré l’importance des deux principales classes de 
récepteurs dopaminergiques D1 et D2 dans les effets stimulants et renforçants de la cocaïne 
(Barrett et al, 2004; Ushijima et al, 1995). Plus récemment, l’utilisation de souris possédant 
un DAT fonctionnel mais ne liant pas la cocaïne a confirmé le rôle essentiel de ce transporteur 
membranaire dans le comportement d’auto-administration de cocaïne et de préférence de 
place conditionnée (Chen et al, 2006; Thomsen et al, 2009).  
   Les deux principaux systèmes dopaminergiques impliqués dans l’effet des drogues sont  les 
systèmes dopaminergiques mésolimbique et nigrostrié.  
Le système dopaminergique mésolimbique, dont les corps cellulaires sont localisés dans 
l’ATV, innerve plusieurs structures sous-corticales de la sphère limbique, telles que le NAC, 
les tubercules olfactifs, le complexe amygdalien et le septum (Figure 4). Il joue un rôle 
particulièrement important dans les processus de récompense associés aux activités naturelles 
et aux drogues (Di Chiara et al, 1993; Ikemoto, 2007, 2010; Wise and Bozarth, 1987). 
Cependant à la différence des récompenses naturelles, les drogues induisent une libération de 
DA plus importante et plus prolongée (Wolf, 2002) et n’engendrent pas d’habituation ou 
d’adaptation à la réponse (Di Chiara, 1999).  
Ce système mésolimbique constitue un substrat activé par la majorité des drogues 
(amphétamine, morphine, cocaïne, alcool ou nicotine) malgré la disparité de leurs 
mécanismes d’action (Di Chiara and Imperato, 1988; Di Chiara et al, 2004). La déplétion en 
DA dans le NAC par exemple, atténue fortement le comportement d’auto-administration de 
psychostimulants (Lyness et al, 1979; Roberts et al, 1980). Plus récemment, Ikemoto et al. ont 
souligné l’hétérogénéité de ce système en montrant que la partie postéro-médiale de l’ATV, 
projetant sur la partie médiale de la partie shell du NAC et des tubercules olfactifs, est plus 
impliquée dans les processus de récompense que la partie latérale projetant sur le core du 






Figure 4 : Coupe sagittale de cerveau schématisant les deux principales voies de projection 
dopaminergiques : la voie nigrostriée et la voie mésocorticolimbique.
   La voie dopaminergique nigrostriée, reliant la substance noire compacte au striatum (Figure 
4), quant à elle, interviendrait plutôt dans les apprentissages liés aux habitudes qui pourraient 
induire des comportements compulsifs de prise de drogues (Vanderschuren et al, 2005).  
1- 3- 3 Cocaïne et neuroadaptations cérébrales 
Etudes de neuroimagerie chez l’homme
   Les études de neuroimagerie fonctionnelle chez les usagers de cocaïne ont permis 
d’observer un certain nombre d’anomalies cérébrales dont une diminution de volume du 
CPFm (Franklin et al, 2002; Makris et al, 2004), une diminution de la matière grise dans le 
cortex orbito-frontal médian (Tanabe et al, 2009) ainsi qu’une diminution de la transmission 
dopaminergique, du métabolisme cellulaire et du flux sanguin dans le cortex cingulaire et 
orbito-frontal au cours du sevrage (Goldstein and Volkow, 2002; Rogers and Robbins, 2001). 
Il a été suggéré que ces altérations au niveau cortical seraient en lien avec l’incapacité des 
sujets dépendants à contrôler leurs comportements compulsifs de consommation de drogues 





   Des altérations ont également été observées au niveau des structures du système limbique, 
telles que l’amygdale, le thalamus et l’hippocampe (Goussakov et al, 2006; Gozzi et al, 2011; 
Makris et al, 2004; Tomasi et al, 2007). 
   Ces études ne permettent cependant pas de savoir si ces altérations sont une cause ou une 
conséquence de l’exposition à la drogue d’où le recours à des modèles animaux qui 
permettent de mieux d’étudier les neuroadaptations induites par la prise de cocaïne et donc les 
conséquences directes à son exposition.   
Neuroadaptations cérébrales induites par la cocaïne chez l’animal?
   L’exposition répétée à la cocaïne, en stimulant de façon soutenue la transmission 
monoaminergique, déclenche la mise en place de neuroadaptations cérébrales dans les 
systèmes monoaminergiques et les régions cérébrales qu’ils innervent. Ces neuroadaptations 
s’appuient sur des modifications de l’expression génique, du traitement post-traductionnel des 
protéines, de l’excitabilité membranaire (plasticité synaptique) et de la réorganisation 
fonctionnelle de certains circuits neuronaux (Kalivas and O’Brien, 2008; Robison and Nestler, 
2011). Elles sont à la base des effets à long terme de ce psychostimulant.  
i. Modifications géniques : Facteurs de transcription à induction immédiate
   La stimulation des neurones peut entraîner l'activation de deux mécanismes de signalisation 
différents : 1- l'activation électrique qui permet le traitement et la transmission de 
l'information de façon quasi-immédiate, 2- les cascades d'activation intracellulaire de seconds 
messagers (Bhat et al, 1992; Cole et al, 1992; Herdegen and Leah, 1998). Une classe de gènes 
activée par les seconds messagers est constituée par les gènes dits d’activation précoce (ou 
IEG pour Immediate Early Gene), parmi lesquels c-fos et zif-268 (encore dénommé erg-1 
pour « early growth response protein 1 ») sont les mieux caractérisés.  
   Les protéines codées par ces gènes sont des facteurs de transcription qui en se liant soit 
directement à une séquence ADN consensus (comme Zif par exemple), soit à une protéine 
membre de la famille Jun pour former le complexe transcriptionnel AP-1 (Activation Protein -





en initiant la transcription et/ou la répression de gènes cibles (Hope et al, 1992; Morgan and 
Curran, 1991). 
   Différentes études ont montré l’importance des récepteurs dopaminergiques D1 dans 
l’induction de ces gènes par les psychostimulants. L’expression de la protéine Fos, par 
exemple, est augmentée de façon synergique par la stimulation des récepteurs D1 et D2, bien 
que l’activation des récepteurs D1 soit suffisante pour l’induire (Cole et al, 1992; Flagel and 
Robinson, 2007; Keefe and Gerfen, 1995). Des observations similaires ont été rapportées en 
ce qui concerne l’activation de Zif-268. En effet, son induction par la cocaïne est abolie par 
un des antagonistes des récepteurs D1, le SCH23390, ainsi que par la lésion des terminaisons 
dopaminergiques du striatum par la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) (Bhat et al, 1992; Cole et 
al, 1992).  
   L’administration de psychostimulants, comme la cocaïne et l’amphétamine, provoque 
l’induction des protéines Fos et Zif-268 dans le striatum, le NAC et le cortex préfrontal 
médian (CPFm), structures cibles des systèmes dopaminergiques mésocorticolimbique et 
nigrostriée (Graybiel et al, 1990; Hope et al, 1992; Jaber et al, 1995; Unal et al, 2009; Young 
et al, 1991). Cependant, bien que moins nombreuses, plusieurs études montrent que 
l’expression de Fos après administration ou prise de cocaïne s’étend à d’autres structures 
cérébrales comme le pallidum ventral, le complexe amygdalien, l’hypothalamus, les noyaux 
de la strie terminale (ou BNST), subthalamique et tegmental rostro-médial qui ne reçoivent 
que peu ou pas d’innervation dopaminergique (Zahm et al, 2010).  
   Lors d’administrations répétées de cocaïne, il a été rapporté une diminution ou 
désensibilisation de l’induction de Fos dans le striatum, le NAC et le cortex cingulaire et une 
sensibilisation dans le globus pallidus, la substance noire et l’ATV. L’induction de Fos dans 
l’amygdale et l’hypothalamus n’est pas affectée par un traitement chronique (Zahm et al, 
2010). Cependant même si une désensibilisation à cette induction se développe au cours des 
expositions répétées dans certaines structures cérébrales, un simple stimulus tel que 
l’exposition à la drogue ou à un stress est susceptible d’induire de nouveau l’expression de ces 
protéines (Kalivas and O’Brien, 2008).  
   L’importance fonctionnelle de ces deux facteurs de transcription a été montrée par diverses 





récepteur D1 montrent une sensibilisation comportementale à la cocaïne atténuée ainsi qu’une 
extinction retardée de la préférence de place conditionnée (Zhang et al, 2006). De même, 
l’injection d’oligonucléotides antisens bloquant l’expression de Zif-268 dans le noyau 
basolatéral de l’amygdale abolit la consolidation des mémoires appétitives associées à la 
cocaïne et réduit le comportement de recherche de cocaïne et la rechute (Lee et al, 2005). Les 
souris déficientes pour la protéine Zif-268 ne manifestent pas de préférence de place 
conditionnée à la cocaïne et leur sensibilisation comportementale à cette drogue est également 
réduite, suggérant un rôle important de ce facteur de transcription dans les effets stimulants et 
récompensants de la cocaïne (Valjent et al, 2006).   
   L’ensemble de ces résultats montre que l’activation de gènes d’activation précoce, comme 
c-fos et zif -268, représente une étape initiale importante dans l’induction des changements 
neuronaux liés à l’exposition ou la consommation  de cocaïne.  
ii. Modifications géniques : Facteur de transcription à induction lente et stable
   Alors que l’expression des protéines Fos et Zif-268 est rapide, transitoire et sujette à une 
désensibilisation avec la chronicité du stimulus, d’autres facteurs de transcription comme 
delta Fos B sont induits plus tardivement mais de façon plus stable (Figure 5). La protéine 
delta Fos B est une variante tronquée de Fos-B résultant de l’épissage alternatif du gène 
codant pour cette protéine (McClung et al, 2004a). Cette protéine de demi-vie très longue 
s’accumule graduellement dans la cellule au cours des expositions répétées à la cocaïne et s’y 
maintient à un taux élevé même en l’absence de drogues (Bibb et al, 2001; Larson et al, 
2010).    
   Des traitements chroniques à la cocaïne, mais aussi à la morphine, à l’alcool ou au delta-9 
tétra-hydrocannabinol (ou THC) stimulent fortement son expression dans le complexe striatal 
et dans une moindre mesure au niveau du cortex préfrontal médian et de l’amygdale centrale 







Figure 5 : Formes de neuroplasticité moléculaire associées aux périodes de consommation de 
cocaïne ou d’abstinence.  
   L’utilisation de souris génétiquement modifiées ont permis de démontrer l’importance 
fonctionnelle de ce facteur dans les comportements induits par l’exposition chronique à la 
cocaïne. Les souris dont le gène Fos B a été invalidé (ou souris knockout) ne montrent plus de 
préférence de place conditionnée à la cocaïne (Hiroi et al, 1997). A l’inverse, les souris 
transgéniques surexprimant la protéine delta Fos B dans les neurones du NAC et du striatum 
exprimant les récepteurs D1 manifestent une préférence de place conditionnée élevée à la 
cocaïne (Kelz et al, 1999), une grande motivation à se l’auto-administrer (Colby et al, 2003) 
et une plus grande sensibilité à ses effets psychomoteurs.  
   Ces données suggèrent, que la protéine delta Fos B comme les protéines Fos et Zif-268, 
participent au développement des neuroadaptations cérébrales favorisant la consommation de 
cocaïne. 










   Des études conduites chez l’animal ont montré que les altérations observées au niveau 
moléculaire s’accompagnent de modifications morphologiques durables au niveau cellulaire. 
En particulier, l’exposition répétée à la cocaïne chez le rat augmente la densité et le nombre 
d’épines dendritiques des neurones dits épineux de la partie shell du NAC et de l’arbre 
dendritique des cellules pyramidales de la couche V du cortex préfrontal (Marie et al, 2012; 
Robinson and Kolb, 2004). Comme pour l’induction des protéines Fos et Zif-268 après 
injection de cocaïne, les récepteurs dopaminergiques de type D1 et D2 sont fortement 
impliqués dans ces altérations morphologiques. Dans le NAC, alors que ces changements 
morphologiques affectent initialement les neurones exprimant les récepteurs D1 et D2, ils ne 
persistent que dans la sous-population de neurones exprimant les récepteurs D1 (Lee et al, 
2006; Ren et al, 2010). De plus il a été mis en évidence que les récepteurs glutamatergiques 
de type NMDA sont également impliqués dans ces neuroadaptations (Martin et al, 2011; Ren 
et al, 2010).  
   Bien que les mécanismes moléculaires sous-tendant ces modifications structurales soient 
encore mal compris, plusieurs facteurs contrôlant la transcription de gènes et la régulation de 
la chromatine ont été impliqués (Figure 6). Ils incluent la protéine delta Fos B et ses protéines 
cibles comme la kinase 5 cycline-dépendante, CREB (Cyclic AMP Response Element 
Binding protein) et les protéines de remodelage de la chromatine telles que l’histone 





             
Figure 6 : Mécanismes de régulations transcriptionnel et épigénétique impliqués dans les 
neuroplasticités induites par les drogues, d’après Robinson et Nestler 2011. 
   Ces altérations morphologiques peuvent durer plusieurs semaines après l’exposition à la 
cocaïne. Ainsi, en modifiant la structure dendritique des neurones, la cocaïne modifierait la 
connectivité synaptique. 
iiii. Altération de la plasticité synaptique
   La plasticité synaptique peut à la fois se traduire par une augmentation ou une diminution de 
l’efficacité synaptique, appelée respectivement potentialisation à long terme (LTP) et 
dépression à long terme (LTD). La LTP et la LTD sont des propriétés de base de la plupart 
des synapses excitatrices dans le système nerveux central et sont utilisées dans de multiples 
fonctions cérébrales dont l’apprentissage et la mémoire (Malenka and Bear, 2004).  
   Il a été proposé que l’exposition aux drogues altère la plasticité synaptique dans certaines 
régions cérébrales. Une preuve directe de la plasticité synaptique induite au niveau de l’ATV
par la cocaïne a été tout d’abord produite par Ungless et al., en 2001 en montrant qu’une seule 
injection de cocaïne suffit pour induire, en quelques heures, une potentialisation de la 





augmentation du rapport entre les courants ioniques AMPA/NMDA. Cette LTP est 1- 
transitoire puisqu’encore observée 5 jours après l’injection de cocaïne mais plus après 10 
jours, 2- bloquée par l’administration d’un antagoniste NMDA et 3- retrouvée après 
administration d’autres drogues ayant des mécanismes d’action différents comme 
l’amphétamine, la morphine, la nicotine ou l’éthanol, alors que ni la fluoxétine (inhibiteur 
spécifique de la recapture de la sérotonine utilisée dans le traitement de la dépression) ni la 
carbamazépine (prescrite dans le traitement de l’épilepsie) n’induisent de LTP à ce niveau 
(Ungless et al, 2001). Par contre, si la cocaïne est administrée pendant 12 jours la LTP dans 
l’ATV devient persistante et peut être détectée des mois après l’injection de cocaïne (Chen et 
al, 2008). 
   Au niveau du NAC, les neuroplasticités induites par la cocaïne sont plus complexes et 
apparaissent avec un délai plus long. Des injections répétées de cocaïne et une augmentation 
de l’activité des neurones dopaminergiques de l’ATV sont requises pour le transfert de la 
sensibilisation (développement d’une LTP) vers le NAC (Kourrich et al, 2007; Mameli et al, 
2009). Plusieurs études ont tenté d’établir un lien entre l’altération de la plasticité dans le 
NAC et les conséquences comportementales d’une exposition répétée à la cocaïne. Ainsi il a 
été montré que l’altération de cette plasticité serait responsable de la sensibilisation 
locomotrice induite par la cocaïne (Pascoli et al, 2012) ou encore du comportement de rechute 
(Moussawi et al, 2009). La modification de la plasticité synaptique dans le NAC a même été 
proposée comme pouvant jouer un rôle dans la transition de la phase de consommation à la 
phase addiction (Kasanetz et al, 2010).  
   Enfin, l’exposition à la cocaïne induit également une augmentation prolongée de 
l’excitabilité des neurones du CPFm (Dong et al, 2005) et du noyau latéral de l’amygdale
(Goussakov et al, 2006).  
   En conclusion, les études portant sur les neuroadaptations induites par la cocaïne ont 
permis de mieux comprendre les conséquences neurobiologiques d’une exposition chronique 
à cette drogue. Associées à d’autres données de la littérature, non mentionnées dans cette 
introduction, elles permettent d’avancer plusieurs propositions :  
- Les études chez l’animal montrent que les dysfonctionnements cérébraux induits par 





morphologiques et fonctionnelles chez l’homme indiquant qu’ils pourraient être une 
conséquence de la prise de drogues.  
- Ces altérations (morphologiques, moléculaires et cellulaires) conduisent à une réorganisation 
des réseaux neuronaux engagés dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Hyman, 
2005; Hyman et al, 2006), de récompense et de contrôle de l’action (Goldstein and Volkow, 
2011) qui peut être à la base des comportements addictifs.  
- Ces dysfonctionnements affectent également des régions, qui comme nous le verrons par la 
suite, sont impliquées dans les processus émotionnels et notamment l’anxiété et dont les 
principaux relais sont le complexe amygdalien, l’hypothalamus et le cortex préfrontal (Bolla 
et al, 2004; Kalivas and O’Brien, 2008; Le Moal and Koob, 2007; Volkow et al, 2003).  
1- 4 L’anxiété, un des facteurs de vulnérabilité à la consommation de cocaïne 
?
???Les facteurs de vulnérabilité à la consommation de drogues sont nombreux et résultent de 
l’interaction entre deux types de facteurs : les facteurs individuels de vulnérabilité 
(biologiques, psychologiques,…) et les facteurs de risque liés à l’environnement (facteurs 
socio-économiques, confrontations à des situations stressantes ou à des lieux préalablement 
associés à la consommation de la drogue,…). Comme nous allons le voir dans ce paragraphe, 
l’anxiété peut tout aussi bien être un facteur individuel de vulnérabilité à la consommation de 
cocaïne (individu à phénotype anxieux) qu’un facteur de risque lié à l’environnement 
(confrontations à des situations anxiogènes).  
1- 4- 1 Facteurs individuels 
   Comme nous l’avons mentionné dans le paragraphe « Effet de la consommation 
chronique  de cocaïne», l’addiction n’est pas uniquement le fait d’une exposition chronique à 
une drogue mais résulte de son interaction avec un phénotype vulnérable. Les études cliniques 
et épidémiologiques se sont focalisées sur des dimensions psychologiques telles que 
l'impulsivité et la réactivité au stress et sur les pathologies associées à l'addiction telles que 
l'anxiété ou la dépression qui prédisposeraient les individus à la consommation. Malgré 
certaines contradictions, des associations ont été trouvées entre ces traits de caractère ou 
pathologies et l'abus ou l'addiction (Brady and Verduin, 2005; Davis et al, 2008; Goodwin et 
al, 2002; De Los Cobos et al, 2011; Rounsaville, 2004; Rubin et al, 2007; Swendsen et al, 





comportemental est une conséquence ou une cause du développement de l'addiction. Les 
modèles animaux permettent de mieux clarifier l’importance de ces facteurs individuels.   
   Chez les rongeurs, comme chez l’homme, certains individus font preuve d’une plus grande 
vulnérabilité à la consommation soutenue de cocaïne et/ou à sa dépendance. Par exemple, le 
groupe de Piazza à Bordeaux en faisant la distinction entre deux groupes d’animaux d’une 
même souche, les rats qui expriment une forte réactivité motrice à un nouvel environnement 
(HRs ou High Responders) et ceux qui expriment une faible réactivité motrice (LRs ou Low 
Responders), a montré que les rats HRs acquièrent plus rapidement un comportement d’auto-
administration de psychostimulants que les rats LRs (Piazza et al, 1990). Par contre, ces rats 
ne se distinguent pas par leur comportement compulsif d’auto-administration de cocaïne 
suggérant une dissociation entre vulnérabilité à l’usage de cocaïne et perte de contrôle de sa 
consommation. 
Cette idée est confortée par des données plus récentes montrant que les rats HNR (High-
novelty-preference), qui ont une préférence élevée pour la nouveauté, et les rats considérés 
comme impulsifs (HI ou High Impulsive), en se basant sur leur incapacité à attendre avant 
d’exécuter une réponse appropriée (Belin et al, 2008; Molander et al, 2011), sont plus 
prédisposés à la prise compulsive de cocaïne que les rats LNR (Low-novelty-preference) et 
les rats peu impulsifs (LI ou Low Impulsive) respectivement (Belin et al, 2011). 
L’anxiété pourrait être également un trait favorisant la prise de cocaïne puisque les rats 
présentant un trait anxieux, défini sur la base de leur comportement dans l’EPM, ont plus 
d’attrait pour les effets de la cocaïne et sont plus vulnérables à la perte de contrôle de sa 
consommation (Dilleen et al, 2012; Pelloux et al, 2009). 
   Ces données démontrent que certains traits comportementaux peuvent favoriser différentes 
étapes du processus d’addiction : la réactivité à la nouveauté (HR/LR) peut être associée à une 
prédisposition à consommer la drogue alors qu’une préférence pour la nouveauté 
(HNR/LNR), l’impulsivité et l’anxiété seraient plutôt associées à la prise compulsive de la 
drogue.  
1- 4- 2 Facteurs environnementaux 
   Les observations chez l’homme et les études effectuées sur les modèles animaux d’addiction 





contribueraient à la reprise de drogue ou au déclenchement de la rechute : l’exposition à un 
stress, l’exposition aux indices environnementaux rappelant la prise de drogues et 
l’exposition à la drogue elle-même (Cooper et al, 2007; Erb et al, 1996, 2000). Des études 
ont également montré une interaction entre ces différents facteurs, ceux-ci pouvant 
potentialiser leurs effets sur le comportement de reprise de cocaïne (Shelton et al, 2004).  
   Chez l’homme, des observations cliniques mettent en évidence un lien entre l’exposition 
chronique à des évènements stressants et la vulnérabilité à l’addiction (Fox et al, 2008a). 
Chez les adolescents ayant fait face à des événements stressants dans leur vie ou ayant subi 
des maltraitances physiques ou morales (séparation des parents, abus sexuel, perte d’un 
parent,…), le risque de consommer des drogues est plus élevé (Dembo et al, 1988; Harrison et 
al, 1997). Des études ont également pu montrer la comorbidité des troubles anxieux et 
dépressifs, et le risque d’abus de drogues (Breslau et al, 2003; Kandel et al, 1997) (voir § 2-1-
3 Prévalence et comorbidité des troubles anxieux).   
Chez les sujets dépendants à la cocaïne et durant les périodes d’abstinence, l’exposition à un 
stress psychologique ou aux indices environnementaux associés à la prise de drogue 
déclenche une forte anxiété et une envie irrépressible de drogues ou « craving » (Chaplin et 
al, 2010; Contoreggi et al, 2003; Fox et al, 2008a; Sinha et al, 2000). Par exemple, Fox et al. 
ont montré que les personnes dépendantes à la cocaïne en période d’abstinence expriment une 
sensibilité plus élevée aux images à tonalité négative ou rappelant la consommation de 
drogues que dans le groupe d’individus témoins (Fox et al, 2008a). Ceci se manifeste par une 
hyperréactivité de l’axe corticotrope, une augmentation du rythme cardiaque et des niveaux de 
corticostérone plasmatiques, accompagnées d’une augmentation de l’envie de drogue (Sinha 
et al, 2000). Ces réponses psychologiques et physiologiques aux indices environnementaux 
stressants ou à ceux rappelant la prise de cocaïne s’accentuent avec la prise de la drogue (Fox 
et al, 2005) et sont considérées comme favorisant l’abus de drogues chez les usagers et la 
rechute chez les personnes dépendantes (Lejuez et al, 2008; Sinha et al, 2006). Très 
récemment Fox et al., ont montré que la guanfacine, un agoniste des récepteurs alpha 2 
adrénergiques, en diminuant l’anxiété et les réponses du système autonome à la vue d’images 
à tonalité négative diminue également la sensation de « craving » chez les usagers de cocaïne 





   Chez l’animal, les études ont également montré l’importance du stress dans la rechute. 
Chez les rats ayant appris à s’auto-administrer de la cocaïne, l’exposition à un choc électrique 
dans les pattes par exemple déclenche un comportement de recherche de la drogue même 
après une période d’extinction prolongée (Erb et al, 1996; Lu et al, 2003; Stewart, 2000). Il en 
est de même après l’administration de drogues anxiogènes (Kupferschmidt et al, 2009).  
De plus, des études chez le rat montrent qu’un choc électrique ou encore l’administration 
d’une molécule anxiogène potentialise l’effet des indices environnementaux sur la reprise de 
cocaïne (Buffalari and See, 2009; Feltenstein and See, 2006), alors que l’administration 
d’anxiolytiques bloque la reprise de cocaïne induite par l’exposition aux indices 
environnementaux (Goeders et al, 2009). 
En revanche, les rongeurs élevés dans un milieu enrichi conçu pour augmenter les 
opportunités de stimulations visuelles, somato-sensorielles et olfactives et la nouveauté 
(objets nouveaux placés dans la cage et régulièrement déplacés ou remplacés) développent 
une moindre sensibilisation comportementale et préférence de place conditionnée à la cocaïne 
(Solinas et al, 2008). Ce type de milieu enrichi bloque la reprise de cocaïne induite par un 
stress ou par l’exposition aux indices environnementaux associés à la drogue, même s’il ne 
permet pas de bloquer la reprise de cocaïne induite par l’exposition à la drogue elle-même 
(Chauvet et al, 2009; Thiel et al, 2009). Ces études suggèrent qu’un environnement enrichi 
pourrait avoir un effet préventif et même curatif sur le comportement d’addiction à la cocaïne.  
   En conclusion, l’anxiété, qu’elle soit induite par la consommation de cocaïne, des facteurs 
environnementaux ou qu’elle corresponde à un trait de personnalité, apparaît comme un 
facteur important dans la reprise de cocaïne ou dans le déclenchement de la rechute après une 
période d’abstinence. Il semble donc important de s’intéresser à cette composante 
psychologique et aux substrats neuronaux qui la sous-tendent afin de pouvoir mieux 
comprendre la neurobiologie de l’addiction. Avant d’aborder cette question il nous a semblé 
nécessaire de rappeler dans le 2ème chapitre quelques notions sur l’anxiété, ses différentes 







2- 1 Généralités 
2- 1- 1 Définition 
?
   Le mot « anxiété » dérive du latin anxietas qui veut dire disposition à l’inquiétude. 
L’anxiété est une émotion qui peut être décrite comme étant une peur anticipée. 
Contrairement à la peur qui survient face à un danger réel, l’anxiété se déclenche face à un 
danger potentiel, incertain. Elle peut donc exister en l’absence d’événements menaçants et sa 
cause n’est pas forcément consciente. L’anxiété se traduit également par des réactions 
physiologiques (accroissement de la pression artérielle, tachycardie, sueurs…) et 
comportementales (augmentation de la vigilance et des réponses d’évitement) voisines de 
celles de la peur. 
   Une autre notion importante permet de distinguer l’anxiété d’état de l’anxiété de trait. 
L’anxiété d’état est suscitée ponctuellement en réponse à un contexte ou à une situation 
donnée. Elle est de nature immédiate et de courte durée. Par contre, l’anxiété de trait 
correspond à une caractéristique permanente, stable d’un sujet. Un sujet ayant une anxiété de 
trait aura une disposition importante à manifester de l’anxiété même en dehors de tout 
événement stressant. L’anxiété de trait est considérée comme un facteur prédisposant au 
développement des troubles anxieux. 
2- 1- 2 Anxiété normale et pathologique 
?
   L’anxiété est une réaction émotionnelle normale qui permet à un individu de faire face à une 
menace éventuelle, c'est-à-dire de s’en protéger. Elle possède donc une valeur adaptative. 
Cependant, dans certains cas, l’anxiété peut devenir chronique et excessive par rapport aux 
situations auxquelles l’individu est confronté. On parle alors de pathologies anxieuses ou de 
troubles anxieux.  
   Le DSM-IV classe les pathologies anxieuses en plusieurs entités distinctes : l’anxiété 
généralisée, les troubles de panique, les états de stress post-traumatique (PTSD), les troubles 





   L’anxiété généralisée se caractérise surtout par une inquiétude et des soucis excessifs qui 
concernent différents aspects de la vie (famille, travail, santé, situation financière,…). Les 
personnes qui souffrent d’anxiété généralisée présentent souvent plusieurs des symptômes 
suivants : irritabilité, difficultés de concentration, tension musculaire, perturbations du 
sommeil et fatigabilité. Ce trouble anxieux est le plus commun parmi les différents troubles 
d’anxiété avec une prévalence de l’ordre de 3 à 4 % de la population générale. 
   Les troubles de panique se caractérisent par des attaques récurrentes de panique survenant 
de façon imprévisible. Ils se traduisent par des périodes brèves de peur ou de malaise intense, 
accompagnées de symptômes physiques (accélération du rythme cardiaque, transpiration, 
tremblements, impression d’étouffement, sensation d’étranglement, sensation de vertige) ou 
cognitifs (peur de perdre le contrôle de soi, peur de mourir).  
   Les PTSD se développent chez 15 % des sujets exposés à un événement traumatique durant 
lequel l’intégrité physique et/ou psychologique pour eux ou pour d’autres a été menacée 
(accident grave, catastrophe naturelle, viol, guerre, attentat…). Par la suite, cet événement 
traumatique est revécu sous forme de cauchemars ou « flashbacks » envahissants. Ces 
symptômes sont associés à des conduites d’évitement des situations en rapport avec la cause 
du traumatisme, des altérations du sommeil, de l’irritabilité, des difficultés de concentration et 
une hypervigilance. 
   Les TOC se manifestent par la présence d’obsessions (images, idées qui s’imposent à la 
conscience de manière répétitive et incoercible) accompagnées ou non de compulsions 
récurrentes (actes répétitifs accomplis par le sujet) qui sont à l’origine de sentiments de 
détresse, de perte de temps, et interfèrent avec les activités du sujet. Les obsessions les plus 
fréquentes concernent la contamination, l’accumulation, les préoccupations sexuelles, 
somatiques et religieuses. Les compulsions touchent le lavage, la vérification, la répétition, 
l’ordre, le comptage, l’accumulation et le contact. Ces comportements compulsifs réduisent 
l’anxiété induite par les obsessions, le soulagement ainsi apporté contribuant à renforcer la 
maladie. 
   La phobie spécifique est caractérisée par la crainte excessive ou peu raisonnable éprouvée 
à l’égard d’objets ou de situations simples (par exemple vol en avion, hauteur, animaux, vue 





irraisonnée d'être observé ou évalué négativement en situation de performance ou 
d’interaction sociale. Elle est associée à des symptômes somatiques et cognitifs. Les situations 
craintes sont évitées ou bien sont supportées avec une anxiété et une détresse intenses. Ces 
situations comprennent la crainte de parler en public, de parler à des personnes peu familières 
ou d'être exposé à l’éventuelle observation d’autrui. 
   Bien que ces pathologies anxieuses se caractérisent par des manifestations 
comportementales très différentes, elles sont pour la plupart sensibles aux traitements 
chroniques avec des antidépresseurs. Avec l’efficacité des antidépresseurs, tels que les 
inhibiteurs sélectifs de la recapture de sérotonine, les anxiolytiques classiques tels que les 
benzodiazépines ne viennent que compléter le traitement. 
2- 1- 3 Prévalence et comorbidité des troubles anxieux 
   Les troubles anxieux représentent en Europe les troubles psychiatriques les plus fréquents, 
touchant au cours d’une vie 20 à 30 % de la population générale (Kessler et al, 2005). Même 
si les troubles anxieux recouvrent des réalités très différentes, notamment en termes de 
sévérité, ils sont le plus souvent associés à des difficultés personnelles et 
socioprofessionnelles importantes et des altérations significatives de la qualité de vie.  
   Les données épidémiologiques ont permis de relever une forte comorbidité entre les 
différents troubles anxieux et d’autres troubles psychiatriques (dépression, schizophrénie) ou 
l’abus de drogues. Par exemple, l’anxiété et la dépression présentent des symptômes 
communs comme la sensibilité au stress, la fatigabilité, la perturbation du sommeil (Clark and 
Watson, 1991; Gorman, 1996; Pollack, 2005). En ce qui concerne la consommation abusive 
de drogues et les pathologies anxieuses, les études ont montré une forte prévalence de ces 
pathologies chez les personnes dépendantes à la cocaïne par exemple (Cox et al, 1990; 
Wasserman et al, 1997). 
2- 2 L’anxiété chez les rongeurs 
2- 2- 1 Modélisation des symptômes anxieux chez le rongeur 
?
   Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’anxiété est un état mental complexe 
généralement défini chez l’homme par une forte composante psychologique difficile à 





admis que leur expression comportementale et les processus neurobiologiques qui les sous-
tendent le sont, d’autant que les structures et mécanismes sollicités dans les situations 
aversives ou de stress ont été largement conservés sur le plan évolutif chez les mammifères 
(McNaughton and Gray, 2000). Par ailleurs, de nombreux paramètres physiologiques 
(pression artérielle, rythme cardiaque, sécrétions endocrines) et comportementaux (évitement, 
fuite ou immobilité) utilisés pour rendre compte d’un état d’anxiété chez l’animal sont 
sensibles aux anxiolytiques efficaces chez l’homme. Ces données soutiennent l’idée que les 
composantes somatiques et comportementales de l’anxiété sont modélisables chez l’animal 
(Bourin et al, 2007). 
2- 2- 2 Tests et modèles d’anxiété chez le rongeur 
   Les tests utilisés pour évaluer l’état anxieux chez les rongeurs (anxiété d’état) sont classés 
en deux catégories : les tests basés sur des aversions naturelles (ou tests non conditionnés) et 
les tests basés sur des aversions apprises (ou tests conditionnés).  
Les tests non conditionnés sont basés sur la réaction innée et spontanée de l’animal face à une 
situation anxiogène alors que les tests conditionnés nécessitent une phase d’apprentissage ou 
de conditionnement durant laquelle un stimulus neutre (protocoles de peur conditionnée) ou 
récompensant (nourriture, boisson ou drogue ; protocoles de conflit) est associé à un stimulus 
aversif (choc électrique par exemple).  
   Les principaux tests conditionnés et inconditionnés utilisés chez les rongeurs pour évaluer 
un état anxieux sont récapitulés dans le tableau 2. Dans ce même tableau sont aussi présentés 
certains des modèles animaux créés par manipulations génétiques ou environnementales afin 






Tests d’évaluation de l’état anxieux 
aigu (anxiété d’état). 
Modèles d’anxiété chronique exagérée 
(anxiété de trait). 
  Tests non conditionnés 
 Tests basés sur le conflit approche-
évitement:  
– Open-field   
– Boîte claire/obscure  
– Labyrinthe en croix surélevé 
– Confinement dans un bras ouvert 
 Tests sociaux:  
– Interactions sociales  
– Compétitions sociales  
 Autres:  
– Marble burying  
– Hyponéophagie  
– Vocalisations induites par le stress  
– Hyperthermie induite par le stress 
  Tests conditionnés 
 Tests basés sur le conflit:  
– Test de Geller-Seifter 
  – Test de Vogel 
  – Test d’aversion de place conditionnée
 Autres:  
– Peur conditionnée 
– Enfouissement défensif 
  
  Anxiété innée 
 Différences de souches 
 Différences interindividuelles 
 Modèles génétiques 
  Manipulations environnementales 
 Elevage en conditions défavorables  
– Séparation maternelle  
– Sevrage précoce 
– Isolement social 
 Exposition chronique au stress 
– Stress chronique léger 
– Stress chronique social 
  Modèles nutritionnels
 Déficience en magnésium  
  Modèles pharmacologiques 
 Traitement chronique à la corticostérone 
 Sevrage à une drogue  
  Etat d’anxiété aigu
 Modèle pharmacologique 
Tableau 2 : Représentation des différents tests et modèles d’anxiété développés chez les 






2- 3 Bases neurobiologiques de l’anxiété normale et pathologique 
?
   Les premières études portant sur les bases neurobiologiques de l’anxiété chez l’homme ont 
tiré profit de cas de patients ayant des lésions de l’amygdale, ou plus largement des lobes 
temporaux, suite à une ischémie, une résection chirurgicale de cette aire cérébrale (suite à une 
tumeur par exemple) ou une calcification de l’amygdale comme dans le cas de la maladie de 
Urbach-Wiethe (Tranel and Hyman, 1990). Ces patients manifestent une indifférence 
émotionnelle, c’est à dire une incapacité à attribuer une signification affective aux 
informations extérieures. L’importance de cette région dans les émotions a été confirmée par 
des stimulations chez des patients souffrant d’épilepsie sévère lors d’explorations 
préopératoires afin de délimiter la zone épileptogène. Chez ces patients, il a été montré que la 
stimulation de l’amygdale provoque des sentiments de peur et d’anxiété ainsi qu’une 
activation du système nerveux autonome.  
   L’essor des techniques de neuro-imagerie fonctionnelle (IRMf, EEG, PET…) a permis de 
décrypter les réseaux neuronaux impliqués dans l’expression et la régulation des émotions. La 
plupart des recherches ont basé leurs études concernant l’anxiété sur le traitement de stimuli 
visuels (photos d’expressions faciales ou corporelles, scènes ou film) ou auditifs (voix, 
musique) à tonalité émotionnelle négative. Différents protocoles expérimentaux ont été 
élaborés afin de distinguer les substrats neuronaux associés à l’expression de l’anxiété de ceux 
visant à la contrôler. Par exemple, des tâches demandant aux sujets d’amplifier, d’inhiber ou 
de réévaluer des émotions évoquées expérimentalement, tout en suivant leur activité 
cérébrale, ont permis de repérer les structures cérébrales engagées dans le contrôle des 
émotions et notamment de l’anxiété.    
   L’ensemble de ces études a permis d’établir une cartographie des circuits cérébraux 
impliqués dans l’anxiété chez le sujet sain (ne souffrant pas de pathologies anxieuses) et de 
déterminer à quels niveaux de ce réseau de structures se situent les dysfonctionnements 
associés à une pathologie anxieuse spécifique.  
   Ce réseau comporte aussi bien des régions corticales connues pour avoir un rôle cognitif 
comme le cortex cingulaire ou encore le cortex préfrontal médian, que des régions limbiques 
comme l’amygdale, l’hippocampe et l’insula. Ces différentes régions sont connectées entre 





Le schéma de la figure 7, proposé récemment par Etkin (Etkin, 2010) représente les 
différentes structures corticales et limbiques impliquées dans la génération d’un état 
anxieux qui est un processus complexe comportant : 
- une phase d’identification des stimuli et de production de l’état émotionnel sous le 
contrôle des régions limbiques telles que l’amygdale, l’insula (Figure 7) ainsi que d’autres 
structures telles que l’hypothalamus et la substance grise périaqueducale, non représentées 
dans le schéma ci-dessous. Ces régions détectent les stimuli menaçants ou potentiellement 
menaçants et initient des réponses physiologiques et comportementales.  
- une phase d’évaluation des stimuli avec attribution consciente ou inconsciente d’une valeur 
émotionnelle (positive ou négative) sous le contrôle de la partie dorsale du cortex préfrontal 
(cortex cingulaire dorsal ou dACC et cortex médiodorsal dmPFC dans la figure 7). 
- et une phase de régulation de l’état affectif, du comportement émotionnel et des réponses 
générées par les régions limbiques sous le contrôle de la partie ventrale du cortex préfrontal 
médian ainsi que des parties rostrale et subgénuale du cortex cingulaire (vmPFC, rACC, 
sgACC respectivement dans la figure 7).  





   D’autres équipes, notamment celle de Gross et de Phillips ont proposé des modèles très 
analogues. Le modèle de Gross, à la différence de celui d’Etkin, attribue au cortex préfrontal 
un rôle dans la régulation des émotions sans faire de distinction entre les parties dorsales et 
ventrales, alors que les régions limbiques effectuent une évaluation du stimulus anxieux 
(Gross and Hen, 2004). 
Dans le modèle de Phillips (Phillips et al, 2008) le système d’identification et d’évaluation 
de la signification émotionnelle des stimuli implique le système ventral comprenant les 
régions limbiques et la partie ventrale du cortex préfrontal médian alors que le système de 
régulation implique le système dorsal incluant la partie dorsale du cortex préfrontal médian 
et l’hippocampe. 
   Quels que soient les modèles proposés, le réseau cérébral impliqué dans l’état anxieux est 
constitué d’une partie limbique qui identifie les stimuli menaçants et qui est responsable de la 
génération de l’état anxieux, et d’une partie corticale intervenant dans leur évaluation et leur 
régulation pour une réponse émotionnelle plus adaptée. 
   En ce qui concerne les différentes pathologies anxieuses, Etkin rapporte dans une revue les 
résultats d’une méta-analyse sur les dysfonctionnements neuronaux associés aux traitements 
des émotions négatives (Etkin and Wager, 2007). Cette revue inclue une combinaison 
d’études dans lesquelles des images, sons ou textes spécifiques ou non spécifiques à un 
trouble anxieux sont utilisés pour induire des états anxieux. Dans les PTSD, l’anxiété 
généralisée et les phobies spécifiques, on observe de manière très reproductible une hyper-
activation de l’amygdale et du cortex insulaire par rapport aux individus témoins. Par contre, 
les patients souffrant de PTSD sont les seuls chez qui une hypo-activation du cortex 
cingulaire antérieur rostral et des cortex préfrontal dorso- et ventro-médian est également 
observée ; cette hypo-activation corticale pouvant refléter un déficit dans la régulation des 
émotions.  
Cependant l’observation d’une hypo- ou hyper-activation dans certaines régions, notamment 
les régions corticales, peut dépendre du type de tâches expérimentales utilisées et non 
seulement du trouble anxieux dont souffre le patient. Dans les paradigmes expérimentaux où 
l’on demande aux sujets de réduire leurs émotions à la vue d’images à tonalité négative, ceux 
présentant un trait anxieux élevé activent plus fortement leur cortex préfrontal médian et 
latéral que les sujets sains, révélant ainsi la nécessité d’un plus grand engagement de ces 





Dans une revue récente Shin et Liberzon (2010) ont récapitulé l’ensemble des 
dysfonctionnements cérébraux observés en fonction de la nature des pathologies anxieuses 
étudiées (Tableau 3).  
Tableau 3 : Modifications fonctionnelles cérébrales observées dans les différentes 
pathologies anxieuses d’après la revue de Shin et Liberzon (2010).  
   Chez les rongeurs, l’étude des substrats neuronaux impliqués dans l’anxiété a été abordée 
par de multiples approches : lésion électrolytique de certaines structures cérébrales, 
administration d’agents pharmacologiques par voie systémique ou locale ou encore par 
visualisation de marqueurs cellulaires d’activation neuronale.
Les études neuroanatomiques utilisant des marqueurs d’activation neuronale comme les 
protéines Fos ou Zif-268 ont montré l’activation de certaines structures cérébrales lors de 
situations anxiogènes. Bien qu’il y ait des différences de réactivité selon les situations, il 
existe des structures communes activées quelle que soit la situation anxiogène à laquelle 
l’animal doit faire face, telles que le cortex préfrontal, le complexe amygdalien, le septum, 
l’hypothalamus ou encore la substance grise périaqueducale (Duncan et al, 1996; Graeff et al, 
1993; Hinks et al, 1996).  
Ces études ont permis d’identifier les structures sollicitées dans une situation anxiogène, 
cependant une relation causale entre ces différentes activations et le comportement anxieux 
restait à établir. Pour cela, des études visant à inhiber ou activer localement une structure par 
l’injection d’agents pharmacologiques ou par des lésions focales et en étudier l’impact sur le 





ainsi qu’il a été montré que l’inactivation de la partie ventrale du cortex préfrontal médian 
chez le rat (vCPFm) a un effet anxiolytique sur le comportement (Shah et al, 2004; Stern et al, 
2010) et diminue les réponses du système nerveux autonome (Tavares et al, 2009) et 
endocrinien (Radley et al, 2006) de l’animal. De même l’inactivation de l’amygdale (Müller 
and Fendt, 2006), du noyau de la strie terminale (BNST) (Fendt et al, 2003), du septum latéral 
et de l’hippocampe ventral (Trent and Menard, 2010) ont des effets anxiolytiques.  
Plus récemment, la manipulation sélective de circuits neuronaux par approche optogénétique 
permettant de contrôler l’activité des neurones par la lumière a permis de mettre en évidence 
l’importance des projections spécifiques entre l’amygdale basolatérale et l’amygdale centrale 
dans le processus de contrôle de l’anxiété chez les souris (Tye et al, 2011). 
   En ce qui concerne l’anxiété pathologique, différents modèles ont été développés chez les 
rongeurs (Tableau 3). Cependant, il est bien entendu difficile de modéliser séparément les 
différentes pathologies anxieuses qui existent chez l’homme. On peut penser que, suivant les 
tests d’anxiété utilisés chez les rongeurs, des facettes différentes de l’état anxieux soient 
révélées.  
Des lignées de rats ont ainsi été génétiquement sélectionnées sur la base d’un trait hyper 
anxieux (high-anxiety-related behavior ; HAB) dans le test du labyrinthe en croix surélevé (ou 
EPM) (Liebsch et al, 1998). Ces rats présentent un comportement anxieux non seulement 
dans l’EPM mais aussi dans les test de l’Open-field et de confinement dans un bras ouvert (ou 
OA) par rapport aux rats sélectionnés sur la base d’un trait hypo anxieux (low-anxiety-related 
behavior ; LAB) (Salome et al, 2004). Des lignées de souris présentant spontanément un trait 
anxieux (les souris BALB/c) par rapport à leur homologue ne présentant pas ce trait de 
caractère (les souris C57BL/6) ont également été utilisées comme modèle d’anxiété 
pathologique.  
Cependant les études en neuroanatomie ou neuroimagerie ayant abordé la question des 
dysfonctionnements cérébraux liés à ces états d’anxiété pathologique sont relativement 
limitées. La comparaison de la réactivité neuronale dans ces différentes lignées révèle des 
altérations fonctionnelles au niveau de certaines régions telles que le cortex préfrontal médian, 
l’amygdale ou les aires thalamiques et hypothalamiques, chez les animaux ayant un trait 
hyper anxieux suite à une exposition à des situations anxiogènes, par rapport à ceux ayant un 
trait hypo anxieux (Kalisch et al, 2004; Muigg et al, 2009; O’Mahony et al, 2010; Salome et 





niveau du cortex préfrontal et de l’amygdale par exemple chez les personnes souffrantes de 
troubles anxieux.  
   Pour conclure, même si les analogies entre l’homme et le rongeur sont souvent difficiles à 
établir toutes ces études ont permis d’identifier des réseaux neuronaux impliqués dans le 
traitement des stimuli anxieux. Ce réseau est essentiellement constitué du cortex préfrontal 
médian ainsi que certaines régions limbiques comme l’amygdale, l’hypothalamus ou encore 
l’hippocampe. Le fonctionnement de ces différentes structures peut être différemment altéré 
selon la pathologie anxieuse qui se manifeste. 
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OBJECTIF GENERAL DE LA THESE ?
   Ces dernières décennies ont fourni une masse considérable de données sur les 
neuroadaptations cérébrales induites par l’exposition à la cocaïne d’une part (voir § 1- 3- 3 
Cocaïne et neuroadaptations cérébrales) et la neurobiologie de l’anxiété d’autre part (voir § 2-
 3 Bases neurobiologiques de l’anxiété normale et pathologique). Cependant très peu d’études 
ont cherché à identifier les substrats neuronaux sous-tendant l’anxiété pathologique induite 
par une exposition chronique à la cocaïne. Les études destinées à caractériser ces substrats 
neuronaux se sont surtout focalisées sur l’implication de différents types de récepteurs comme 
les récepteurs ß-adrénergiques (Harris and Aston-Jones, 1993), les récepteurs cannabinoïdes 
(Kupferschmidt et al, 2012), les récepteurs aux opiacés de type delta (Perrine et al, 2008) ou 
encore au CRF (Corticotropin-Releasing Factor) (Basso et al, 1999; Sarnyai et al, 1995).  
   Dans une tentative de mieux comprendre les mécanismes sous-tendant cette perturbation de 
l’état émotionnel, le but de cette thèse était d’identifier les altérations neuronales sous-
jacentes à l’état d’anxiété pathologique se manifestant lors d’un sevrage à la cocaïne chez 
le rat. Ce travail de thèse est subdivisé en trois grandes parties:  
Une partie comportementale qui a consisté à évaluer le comportement anxieux au cours du 
sevrage après un traitement chronique à la cocaïne chez le rat. Plusieurs tests d’évaluation de 
l’état anxieux ont été utilisés pendant une période de sevrage allant de 2 à 28 jours. 
Le comportement pseudo-dépressif des rats au cours du sevrage a également été évalué 
puisque les troubles anxieux sont souvent accompagnés de troubles dépressifs et que ces 
derniers sont souvent observés chez les personnes consommant de la cocaïne. 
Une partie neuroanatomique qui a consisté à étudier la réactivité des régions cérébrales 
chez les rats sevrés de cocaïne exposés à une situation anxiogène telle que le confinement 
dans un bras ouvert surélevé, et ceci en utilisant une approche immunohistochimique basée 
sur l’expression de marqueurs d’activation neuronale comme les protéines Fos ou Zif-268.
Finalement, au vu de nos résultats montrant une forte altération de la réactivité du dCPFm 
chez les rats sevrés, nous avons cherché à établir un lien entre la réactivité de cette région et 
les manifestations d’un état anxieux exagéré. Pour cela nous avons eu recours à une approche 
pharmacologique qui consiste à injecter localement des agents inhibiteurs ou activateurs de 
l’activité neuronale, et à en étudier les répercussions sur les comportements anxieux. 
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MATERIELS ET METHODES 
1- Animaux 
?
Les expériences ont été menées sur des rats mâles Sprague-Dawley (Charles River, France) 
pesant entre 200 et 225 g à leur arrivée.  
Les animaux sont hébergés par groupes de 4 dans des cages en Plexiglas dans une animalerie 
climatisée (22 ±1°C) et sont soumis à un cycle lumière-obscurité de 12h /12h (lumière de 7h à 
19h). Les rats ont accès à l’eau et à la nourriture ad libitum et sont acclimatés à ces conditions 
d’hébergement. Ils sont laissés au moins une semaine dans cet environnement avant toute 
manipulation expérimentale et sont pesés une fois par jour afin de réduire les effets stressants 
de leur manipulation.  
Les expérimentations sont effectuées en accord avec les directives 86/609 du Conseil des 
Communauté Européenne sur les soins et utilisation des animaux.  
2- Traitements pharmacologiques 
2- 1 Agents pharmacologiques 
La cocaïne (chlorhydrate de cocaïne, Cooper, France) est dissoute dans une solution saline 
(NaCl 0,9 %, Revol, France). Une dose de 20 mg/kg est administrée par injection intra-
péritonéale (i.p.) dans un volume de 1 ml/kg.  
Le muscimol (Sigma-Aldrich, France), agoniste sélectif des récepteurs GABA-A, est dissous 
dans du NaCl aux concentrations de 20 et 100 ng/0,5 μl. Il est administré par voie 
intracérébrale.  
2- 2 Traitement chronique à la cocaïne 
?
Les rats reçoivent 14 injections i.p. de la solution de cocaïne (20 mg/kg, 1 ml/kg) ou de son 
solvant (NaCl 1 ml/kg), à raison d’une administration par jour excepté les weekends. Ce 
protocole a été choisi puisqu’il a été montré qu’il est capable d’induire un état d’anxiété élevé 
chez les rats à 2 jours de sevrage (Paine et al, 2002; Rudoy and Van Bockstaele, 2007). 




2- 3 Administration intracérébrale de muscimol 
2- 3-1 Implantation des canules intracérébrales 
?
Les rats sont anesthésiés avec un mélange Kétamine (Vibrac, France)/Xylasine (Bayer) 
administré par voie i.p. (Kétamine=100 mg/kg ; xylasine=10 mg/kg). Ils sont ensuite placés 
dans un appareil stéréotaxique (David Kopf Instruments, USA) avec la barre d'incisives 
placée à 3,3 mm en-dessous de la ligne interaurale de façon à ce que la tête de l'animal soit 
horizontale. La température corporelle est contrôlée à l'aide d'une sonde rectale et maintenue à 
37,5°C par une couverture chauffante thermostatée (Harvard Apparatus, UK) placée sous 
l'animal. La peau du crâne est incisée sagittalement et réclinée de part et d'autre de la ligne 
médiane. L'os est nettoyé afin que les sutures crâniennes soient visibles. Le crâne est percé à 
l'aide d'une fraise dentaire et les méninges découpées à l'aide du bout recourbé d'une aiguille 
pour permettre l'implantation bilatérale des canules guides. Les canules guides sont des tubes 
en inox (23 gauge, Interchim, France) ajustés à une longueur de 12 mm. Elles sont implantées 
de manière à ce que leur extrémité se situe dans la partie dorsale du cortex préfrontal médian, 
avec un angle de 6° par rapport à la verticale. Les coordonnées stéréotaxiques utilisées ont été 
définies d'après l'atlas de Paxinos & Watson (2004) : 
Antéro-postériorité (AP) = + 3,2 mm par rapport au Bregma 
Latéralité (L) = ± 1 mm par rapport au Bregma 
Profondeur (V) = - 2,6 mm par rapport à la surface du crâne  
Les canules guides sont fixées au crâne par du ciment dentaire (Austenal Dental Products Ltd, 
Royaume-Uni) et trois vis d'ancrage (Anthagyr, France). Les canules sont protégées par un 
cône en plastique fixé sur le crâne également à l’aide de ciment dentaire et ce dernier est 
ensuite appliqué sur toute la surface exposée du crâne pour consolider l'ensemble. Un mandrin 
(tube en inox, 30 gauge, Interchim, France) est inséré dans chaque canule pour éviter leur 
obturation. Le mandrin est ajusté à une longueur de 12,5 mm de façon à ce qu’il dépasse de 
0,5 mm de la canule guide. En fin de chirurgie, la peau est recousue à l'aide d’un fil de suture 
(SS-652 5-0, Sofsilk, Covidien, France). Une solution de Vétédine (Centravet, France) est 
appliquée localement sur la plaie pour éviter la survenue d'infection, et 5 ml de glucose à 5 % 
(Lavoisier, France) sont injectés par voie i.p. Un anti-inflammatoire non stéroïdien, la 
Rimadyl, (5mg/kg, 1ml/kg, Pfizer) est injecté par voie sous-cutanée.    




Les rats sont ensuite replacés à l'animalerie dans des cages individuelles. Ils y sont laissés 
jusqu'à récupération (5 à 7 jours), c'est-à-dire jusqu'à ce qu'ils aient retrouvé un poids au 
moins égal à celui qu'ils avaient avant l'opération. Les animaux sont manipulés et pesés tous 
les jours par l'expérimentateur et les mandrins sont enlevés et remis en place tous les deux 
jours afin d’éviter que les canules ne se bouchent.
Figure 8 : Photographie représentant un rat dans sa cage d'hébergement après l'implantation 
intracérébrale de canules.  
2- 3-2 Procédure de microinjection 
Les microinjections sont réalisées chez des animaux non anesthésiés. Le rat est maintenu en 
douceur et les deux mandrins remplacés par deux injecteurs constitués de tubes en acier 
inoxydable (30 gauge, Interchim, France) de longueur telle qu'ils dépassent des canules guides 
de 1,0 mm. Chaque injecteur est raccordé à un cathéter en Tygon (de diamètre 0,51 mm + PE 
10) contenant la solution pharmacologique et connecté à une seringue en verre Hamilton de 
50 μl (Interchim, France). Un volume de 0,5 μl de muscimol ou de NaCl est injecté à l'aide 
d'une pompe (Harvard Apparatus, PHD 2000, USA) pendant 1 min (débit 0,5 μl/min). Les 
injecteurs sont laissés en place pendant 1 min supplémentaire pour faciliter la diffusion de la 
solution. Ils sont alors retirés et remplacés par les mandrins.?




2- 3-3 Contrôle histologique du site d’injection 
?
A la fin des expériences, le rat est euthanasié avec une quantité suffisante de pentobarbital. 
Son cerveau est prélevé et congelé à -20°C. Des coupes frontales de 30 μm d'épaisseur sont 
réalisées à l'aide d'un cryostat (CMT – 950 A –, Microm, France). Elles sont ensuite colorées 
au rouge neutre et visualisées au microscope afin de vérifier le site d'implantation identifiable 
grâce à la trace laissée par la canule.?
3- Evaluation comportementale 
?
Le jour du test comportemental, la cage d’hébergement des rats est placée dans la pièce 
d’expérimentation une heure avant le test, afin que les rats s’habituent à ce nouvel 
environnement. Des groupes indépendants sont utilisés pour chaque test comportemental et 
pour les différentes périodes de sevrage.?
3- 1 Tests pour évaluer l’état anxieux des rats 
3- 1- 1 Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) 
?
Ce dispositif (Panlab, France), en forme de croix (Figure 9) est surélevé à 65 cm au dessus du 
sol. Il comporte quatre bras (L = 50 cm × l = 10 cm) opposés deux à deux ; deux de ces bras 
sont fermés par des parois grises de 49 cm de haut tandis que deux autres sont ouverts et 
entourés de baguettes de Plexiglas de 0,5 cm de haut. Les bras sont reliés par une plate-forme 
centrale (10 cm × 10 cm). Le sol de l’ensemble est noir. La pièce est faiblement éclairée par 
deux lampes halogènes d’intensité réglable placées de part et d’autre du labyrinthe afin 
d’obtenir une luminosité d’environ 10 lux au niveau de la plateforme centrale. Ce dispositif 
est surmonté d’une caméra vidéo permettant d’enregistrer le comportement de l’animal 
pendant la durée du test. 
Les rats sont placés au centre du dispositif, face à un bras ouvert, et laissés libres de l’explorer 
pendant 5 min Le plancher est nettoyé à l’éthanol 10% entre chaque rat afin d’éviter toute 
odeur pouvant modifier le comportement de l’animal suivant. Plusieurs variables classiques 
ont été mesurées par analyse des enregistrements vidéo : le nombre d’entrées et le temps passé 
dans les bras ouverts (BO) et fermés (BF). Une entrée est comptabilisée lorsque les quatre 
pattes de l’animal franchissent le seuil du bras. Ces données permettent de calculer le temps 
passé dans la plateforme centrale considéré comme un indicateur d’hésitation entre approche 
et évitement des bras les plus anxiogènes, le nombre total d’entrées dans l’ensemble des bras, 




considéré comme un bon indicateur de l’activité locomotrice de l’animal, ainsi que le 
pourcentage de temps passé dans les bras ouverts (BO) (temps passé dans les BO*100/temps 
BO + temps BF) considéré comme reflétant l’état anxieux de l’animal (Cruz et al, 1994). 
D’autres paramètres plus éthologiques ont été relevés, pour compléter l’analyse 
comportementale. Ceci inclut la mesure du nombre de redressements (un animal se tenant sur 
ses deux pattes postérieures est en position de redressement) et du temps passé à faire des 
mouvements de « head-scans » définis comme des mouvements d’étirement de la tête pour 
explorer l’environnement, souvent accompagnés par des reniflements en l’air. 
La validation du labyrinthe en croix surélevé en tant que dispositif pour la mesure de l’anxiété 
chez les rongeurs est basée sur des critères comportementaux, physiologiques (e.g. le taux de 
corticostérone) et pharmacologiques (Pellow et al, 1985). Compte-tenu de l’aversion des 
rongeurs pour les espaces ouverts et la hauteur, les bras ouverts du dispositif sont plus 
anxiogènes que les bras fermés. Ainsi, un animal qui explore plus les bras ouverts sera 
considéré comme étant « peu anxieux », alors qu’un animal qui reste confiné dans les bras 
fermés du dispositif, sera lui, considéré, comme étant « anxieux ».   
3- 1- 2 Le confinement dans un bras ouvert (OA) 
?
Ce test est une variante du labyrinthe en croix surélevé (Figure 9). Il a été utilisé par plusieurs 
équipes pour étudier l’anxiété chez les rongeurs (Mairesse et al, 2007; Pellow et al, 1985; 
Salomé et al, 2006).  
Dans ce test, les rats sont placés au milieu d’un bras ouvert sans accès à la plate-forme 
centrale. Le bras est virtuellement divisé en deux parties : une partie distale considérée plus 
anxiogène et une partie proximale, cette dernière est la plus proche de la plate-forme centrale 
et est considérée plus sécurisante pour l’animal. Le comportement de l’animal est enregistré 
pendant 5 min et différents paramètres sont mesurés tels que : le nombre d’entrées et le temps 
passé dans chaque partie du bras, le nombre de redressements de l’animal et le temps passé à 
faire des « head-scans », des « head-dips » définis comme des mouvements d’inclination de la 
tête dans le vide en guise d’exploration ou encore le nombre de redressements. Le temps 
passé en posture de « freezing » est également mesuré. Les périodes de « freezing » se 
caractérisent par une immobilité totale de l’animal à l’exception des mouvements 
respiratoires. Pour plus de précision ce dernier paramètre est mesuré de manière directe par 
l’observateur au moment du test. 






Figure 9 : Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) à gauche et le confinement dans l’un des 
bras ouvert de ce labyrinthe (OA) à droite. 
3- 1- 3 Le test d’enfouissement défensif 
?
Il est réalisé dans une cage de Plexiglas transparente (41 cm de long,  25 cm de profondeur et 
21 cm de haut) contenant 5 cm de litière (sciure de bois, Harlan). Une sonde électrifiée 
amovible (7 cm de long, 1,2 cm de profondeur et 0,8 cm de haut ; Intellibio, France) est 
placée 2 cm au-dessus de la litière et fixée sur l’une des parois de la cage (Figure 10). Cette 
sonde est connectée à un générateur électrique (Bilaney Consultant, Allemange) actionné 
manuellement et calibré pour délivrer un courant de 5 mA lorsque l’animal la touche, 
généralement avec les pattes avant ou le museau. Les rats sont placés (3 à 4 par cage) dans 
cette cage sans la présence de la sonde les deux jours précédents le jour du test et à raison  
d’une heure par jour afin qu’ils s’habituent à cet environnement. Le test débute par le 
placement d’un animal dans la partie distale de la cage par rapport à la sonde. Après le 
premier choc électrique avec la sonde, le comportement de l’animal est observé et enregistré 
pendant 15 min. Cinq minutes après le premier choc électrique, la sonde est désactivée. 
Différentes variables sont observées et mesurées au cours de l’analyse des enregistrements: la 
latence à revenir vers la sonde électrifiée après le premier choc, le temps passé à enfouir la 
sonde et le temps d’immobilisation de l’animal (corps immobile excepté de lents mouvements 
latéraux de la tête). L’immobilité est considérée comme un état passif révélant une anxiété 
chez l’animal puisque ce dernier évite de faire face au stimulus anxiogène alors que 




l’enfouissement de la sonde par la litière est considéré comme un état actif où l’animal essaye 
de faire face à la situation anxiogène. 
Figure 10 : Cage comportant une sonde électrifiée pour le test de d’enfouissement défensif.
3- 2 Tests pour évaluer l’état pseudo-dépressif des rats 
3- 2- 1 Le test de la nage forcée 
?
Le modèle de Porsolt, ou test de la nage forcée, est un test pharmacologique prédictif de 
l’efficacité antidépressive d’une molécule. Ce test est largement utilisé pour mettre en 
évidence les propriétés antidépressives potentielles de nouvelles molécules. Il consiste à 
contraindre les rats à nager dans une enceinte close, sans possibilité de s’échapper. Au bout de 
quelques minutes, la proportion de temps passé à nager diminue au profit du comportement 
d’immobilité, c'est-à-dire que l’animal flotte passivement en n’effectuant que les mouvements 
nécessaires au maintien de sa tête hors de l’eau. Le temps d’immobilité est un indicateur de 
l’état pseudo-dépressif ou résigné de l’animal. Il est réduit par l’administration de la plupart 
des antidépresseurs classiques.  
La procédure utilisée est celle décrite par Porsolt (Porsolt et al, 1978). Un pré-test est réalisé 
pendant lequel chaque rat est introduit pendant 15 min dans un cylindre en Plexiglas (50 cm 
de hauteur et 20 cm de diamètre) contenant 35 cm d’eau maintenue à la température de 25 ±
0,5 °C. Cette profondeur ne permet pas à l’animal de poser ses pattes arrière sur le fond du 
cylindre. Vingt-quatre heures après le pré-test, un test de 5 min est réalisé dans les mêmes 
conditions. Pour chaque test ou pré-test, les rats sont préalablement habitués à la pièce 
d’expérimentation faiblement éclairée (12 lux) pendant une heure. Le test de 5 min est 




enregistré par une caméra située sur le côté du cylindre et les mouvements de l’animal sont 
analysés par le logiciel Videotrack (Viewpoint, Lyon, France), permettant de mesurer trois 
paramètres : la durée de l’immobilité, la durée de la nage et la durée de l’escalade (ces deux 
derniers paramètres étant considéré comme des tentatives d’échappement).  
Après chaque session de nage, l’animal est séché rapidement avec une serviette et placé sous 
une source de chaleur pendant environ 30 min, puis replacé dans sa cage d’hébergement. 
L’eau du cylindre est changée entre chaque animal. 
Figure 11 : Le test de la nage forcée.  
3- 2- 2 Le test de la consommation d’eau sucrée 
?
Ce test est basé sur un paradigme de libre choix entre deux biberons, l’un contenant de l’eau, 
l’autre une solution de saccharose.  
Pendant une phase d’habituation de 24 h, chaque rat est placé dans une cage individuelle avec 
accès libre à la nourriture et en présence de deux biberons d’eau placés sur les bords de la 
cage et séparés par les croquettes alimentaires (Harlan, France).  
Pendant la phase de test, le contenu d’un des deux biberons est remplacé par une solution de 
saccharose. Dans un premier temps, différentes concentrations de saccharose sont testées 
(0,025, 0,05, 0,1, 0,5 ou 0,8 %) pendant 48 heures afin de définir la concentration pour 
laquelle les rats développent une préférence robuste mais non-maximale pour le saccharose. 
Cette concentration est ensuite utilisée pour tester l’état hédonique des animaux au cours du 
traitement chronique à la cocaïne pour un premier groupe et pendant la période de sevrage 




pour un deuxième groupe. Les biberons sont pesés et inversés toutes les 24 heures pour éviter 
les effets d’habituation.  
La préférence pour le saccharose est un bon indicateur de l’état hédonique de l’animal. Ainsi 
une diminution de cette préférence indiquerait un état anhédonique qui constitue l’un des 
symptômes observés lors d’un épisode dépressif chez l’homme.  
Cette préférence est évaluée en pourcentage de la consommation totale de liquide. Ainsi, une 
consommation de 50 % de la solution de saccharose signifie qu’il n’y a pas de préférence par 
rapport à l’eau, alors qu’une préférence atteignant 100% indique une consommation exclusive 
de la solution sucrée.  
?
Figure 12 : Cage avec libre accès à deux biberons l’un contenant de l’eau, l’autre une 
solution de saccharose pour le test de la consommation d’eau sucrée. 
4- Neuroanatomie 
?
Notre approche de neuroanatomie est basée sur l’immunohistochimie de deux marqueurs 
d’activation cellulaire, la protéine Fos et la protéine Zif-268 ainsi qu’un marqueur nucléaire 
des neurones (NeuN pour neuronal nuclei) et un marqueur des astrocytes, la protéine gliale 
acide fibrillaire ou GFAP pour Glial Fibrillary Acidic Protein. En fonction des objectifs, 
l’immunohistochimie de Fos est couplée celle des protéines NeuN ou GFAP ou à 
l’hybridation in situ de l’ARNm du transporteur vésiculaire du glutamate (vGlut 1 pour 
vesicular glutamate transporter 1) ou de l’ARNm de la glutamate décarboxylase ou GAD pour 
glutamic acid decarboxylase. 
?




4- 1 Perfusion des animaux 
Pour toutes les expériences de neuroanatomie fonctionnelle, les rats sont profondément 
anesthésiés au pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) et rapidement perfusés par voie intracardiaque 
avec 200 ml d'une solution de NaCl 0,9 %, puis avec 400 ml d'une solution contenant 4 % de 
paraformaldéhyde (Sigma-Aldrich, France) dissous dans du tampon phosphate (PB) 0,1 M, 
pH 7,4. 
Le cerveau est ensuite prélevé et post-fixé une nuit à 4°C dans une solution de 
paraformaldéhyde à 4 %, puis placé dans du PB 0,1 M, pH 7,4 contenant 30 % de saccharose 
(Fluka, France) pendant 36 à 48 heures à 4°C, afin de permettre une cryoprotection du tissu. 
Le cerveau est congelé dans une solution d'isopentane à – 40°C pendant 5 min, puis conservé 
à - 20°C entouré de Parafilm. Il est coupé en sections frontales de 30 μm d'épaisseur à l'aide 
d'un cryostat. Les coupes sont prélevées dans une solution cryoprotectrice contenant du 
tampon PB 10 mM, pH 7,4, du glycérol (20 %) et de l’éthylène glycol (30 %). Elles sont 
ensuite conservées à - 20°C.?
4- 2 Immunohistochimie 
4- 2- 1 Principe général 
La localisation de neurones contenant un marqueur donné par immunohistochimie sur coupes 
de tissu fait appel à des réactions antigène-anticorps. Le protocole que nous avons utilisé est 
basé sur l'utilisation d'anticorps primaires spécifiques révélés par la méthode avidine (A)-
biotine (B). Le complexe avidine-biotine conjugué à la peroxydase constitue un système 
d'amplification du signal permettant de détecter des quantités d'antigènes trop faibles pour être 
décelées par les systèmes enzymatiques directs. 
Au cours de nos travaux, nous avons utilisé comme chromogène la 3,3'-diaminobenzidine 
tétrahydrochloride (DAB) qui induit une coloration brun clair en présence de peroxydase et de 
H2O2. La DAB peut être associée au chlorure de nickel (NiCl2) pour induire une coloration 
bleue-noire.  
?





Figure 13 : Représentation générale du principe de révélation avec le complexe avidine-
biotine. L'anticorps primaire se fixe sur l’antigène contenu dans le tissu. Un second anticorps 
marqué avec de la biotine est dirigé contre l'anticorps primaire pour amplifier la réaction. Le 
complexe enzymatique avidine-biotine-peroxydase se fixe à l'anticorps secondaire. En 
dégradant du peroxyde d'hydrogène (H2O2), l'enzyme libère un proton, provoquant un 
changement de coloration de la DAB et l'obtention d'un précipité marron. 
?
?
4- 2- 2 Immunohistochimie des protéines Fos et Zif-268 
?
Les coupes de cerveau sont rincées 3 fois 10 min dans du tampon PB contenant 0.9% de NaCl 
et 0.3% de Triton X-100 (PBST) à température ambiante et sous agitation. Cette opération est 
répétée après chacune des étapes suivantes :
- Incubation pendant une nuit avec un anticorps primaire de lapin dirigé contre la protéine Fos 
(SC-52, Santa Cruz Biotechnologies, Etats-Unis), dilué au 1/4000, ou contre Zif-268 (SC-110 
Santa Cruz Biotechnologies, Etats-Unis) dilué au 1/2000 dans du PBST contenant 1% 
d’albumine sérique de bœuf (Sigma-Aldrich, France). L’anticorps dirigé contre la protéine 
Fos est un anticorps polyclonal de lapin, purifié par affinité, qui reconnait une séquence 
peptidique située dans la fraction N-terminale de cette protéine. La spécificité de cet anticorps 
a été testée par la technique de Western blot. La bande de protéine reconnue, suite à 
l’administration aiguë de cocaïne, est de poids moléculaire attendu, environ 55 KD.   
- Incubation, pendant 90 min, avec l’anticorps secondaire biotinylé de chèvre anti-lapin 

















- Incubation, pendant 60 min, avec le complexe avidine (A) - biotine (B) conjugué à la 
peroxydase (Elite ABC kit, Vector Laboratories, Etats-Unis), contenant les réactifs A et B 
dilués au 1/100 dans du PBST. 
- Révélation de l’activité de la peroxydase dans du tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 
contenant 0.05 % de DAB (Sigma-Aldrich, France), 0.1 % de NiCl2 (Sigma-Aldrich, France), 
et 0.01 % de peroxyde d’hydrogène (H2O2 ; Sigma-Aldrich, France) pendant 10 min.  
Les coupes sont ensuite contre-colorées avec une solution de rouge neutre 1% afin de pouvoir 
délimiter les différentes zones cérébrales sélectionnées pour le comptage des neurones 
exprimant les différents marqueurs. 
4- 2- 3 Double marquage des protéines NeuN/GFAP 
?
Un protocole expérimental identique au précédent est utilisé. Les coupes de cerveaux sont 
incubées avec l’anticorps primaire de lapin dirigé contre la GFAP (Dako ; dilué à 1/8000) et 
révélé par le mélange DAB/NiCl2 puis avec l’anticorps primaire de souris dirigé contre NeuN 
(Chemicon ; dilué à 1/8000) et révélé par la DAB.  
4- 2- 4 Doubles marquage Fos/ARNm vGlut 1et Fos/ARNm GAD  
La protéine Fos est visualisée par immunohistochimie en utilisant le protocole décrit 
précédemment mais en ajoutant dans toutes les solutions 2 ?l d’inhibiteur de RNAse par ml 
de tampon (RNAse I, Sigma R7397).  
- Après révélation de l’activité peroxydase en présence de la DAB pendant 15 min, les coupes 
de cerveau sont rincées 2 fois 10 min dans du PBST puis 1 fois 10 min dans une solution de 
citrate de sodium salin (SSC) avant d’être incubées pendant une nuit dans le tampon 
d’hybridation contenant la sonde ARN GAD (Julien et al, 1987) ou vGlut 1 (Herzog et al, 
2001) marquée à la digoxigénine. Les sondes sont hybridées à 65°C (33 ?g/ml de la sonde 
GAD et 10 ?g/ml de la sonde vGlut 1).  
- Les coupes de cerveau sont ensuite rincées à 60-65°C 2 fois 20 min dans un mélange de 
SSC, 50 % formamide et Tween-20 à 0,1 % et incubées 15 min avec de la RNAse A 
(82 U/mg) diluée dans un tampon Tris 10 mM, pH 8, contenant 1mM d’EDTA et 500 mM de 
NaCl. 
- Les coupes de cerveau sont rincées 3 fois 10 min dans du PBST. 




- Incubation une nuit avec l’anticorps de mouton anti-digoxigénine marqué à la phosphatase 
alcaline (Roche-Boehringer) dilué au 1/2000 dans du tampon PBST contenant 1 % d’agent 
bloquant (Roche-Boehringer). 
- Les coupes de cerveau sont rincées successivement 2 fois 10 min dans du PBST, 1 fois 
10 min dans du PBS et 1 fois 10 min dans le tampon de révélation de la phosphatase alcaline. 
- Révélation avec du NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate) (Roche-Boehringer) dans le tampon de révélation contenant du Tris HCl 0.1 M, 
pH 9,5, du NaCl 0.1 M, du MgCl2  50 M et du Tween à 0.01 %. La révélation se fait à 37°C à 
l’abri de la lumière. Elle dure 2 à 5 heures.?
4- 2- 5 Montage et coloration des coupes 
?
Les coupes sont montées sur lames gélatinées et séchées à température ambiante.  
Les coupes traitées pour l’immunohistochimie sont ensuite hydratées dans de l’eau distillée 
puis colorées pendant 2 min dans une solution de rouge neutre à 1 %, pH 4,8 (Merck, France). 
Les coupes sont ensuite déshydratées dans une succession de bains d'éthanol de concentration 
croissante (75° - 95° - 95° - 100° - 100°) pendant quelques secondes, puis plongées dans 2 
bains successifs d’OTIX pendant 2 min. Les lames sont montées sous lamelles avec du DePex 
(Gurr, UK) comme milieu de montage. 
Après l’hybridation in situ, les coupes sont simplement passées dans un bain d’Ottix (MM 
France) puis montées sous lamelles dans du Vectamount (Vector Laboratories). ?
4- 2- 6 Analyse des coupes et quantification 
?
L’analyse qualitative des coupes est effectuée à l'aide d'un microscope photonique 
(Axioskop 20, Zeiss, Allemagne).  
Les analyses quantitatives des données anatomiques sont réalisées à l'aide d'un système 
informatique d'analyse d'images équipé du logiciel Mercator 2 (ExploraNova, La Rochelle, 
France), couplé au microscope dont la platine est équipée de capteurs de coordonnées en X et 
en Y et d’une caméra numérique connectée à un moniteur. Les sections analysées sont 
standardisées en accord avec l’atlas de Paxinos et Watson (Paxinos, 1998).  
Ce système permet de dessiner à faible grossissement (x 4) le contour des coupes et les 
structures anatomiques, et de pointer les différents types de neurones marqués à plus fort 
grossissement (x 10). Les pointages se font manuellement et sans connaissance préalable du 




groupe auquel appartient l’animal. Pour chaque rat et chaque région au moins deux coupes 
sont analysées et dans les deux hémisphères. Pour chaque rat, la densité moyenne de cellules 
immunoréactives (le nombre total de cellules comptées divisé par la surface de mesure en 
mm2) est déterminée et utilisée pour l’analyse statistique. 
5- Analyses statistiques 
?
Lorsque la distribution des variables s’écarte de la normalité, les résultats sont analysés en 
utilisant des tests non paramétriques à l’aide des logiciels AnaStats. Les variables sont 
analysées à l’aide du test de Kruskal-Wallis et les analyses post-hoc avec le test U de Mann et 
Whitney pour comparer les différents groupes expérimentaux deux à deux.  
Pour le test de consommation d’eau sucrée, les résultats sont analysés par une ANOVA à 
deux facteurs, un facteur intra-sujet, le temps, et un facteur inter-sujet, le traitement en 
utilisant le logiciel Statview. 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Les valeurs de p < 0.05 sont considérées 










Chapitre I : Evolution des comportements anxio-dépressifs chez les rats 
au cours d’un sevrage à la cocaïne 
1- Introduction 
?
   Comme nous l’avons précédemment décrit dans les « Rappels bibliographiques », 
l’exposition chronique à la cocaïne peut induire des symptômes anxio-dépressifs marqués 
pendant les périodes de sevrage chez l’homme.  
   Des symptômes analogues ont été observés chez les rongeurs avec un fort niveau d’anxiété 
observé généralement pendant les premiers jours suivants l’arrêt des injections ou de prise de 
cocaïne (Basso et al, 1999; Kupferschmidt et al, 2009; Paine et al, 2002; Yang et al, 1992). 
Quant aux symptômes de type dépressifs, les données sont assez contradictoires avec 
l’observation d’un comportement de résignation chez les rats sevrés de cocaïne dans certains 
cas (Filip et al, 2006; Hall et al, 2010; Perrine et al, 2008), et pas de différence dans d’autres 
(Frankowska et al, 2010).  
   Dans cette étude, nous avons voulu évaluer l’évolution des comportements anxio-dépressifs 
dans un même modèle animal de sevrage à la cocaïne en utilisant plusieurs tests 
comportementaux au cours d’une période allant de 2 jusqu’à 28 jours de sevrage.?
2- Résultats 
2- 1 Déroulement des expériences 
    
   Les animaux ont reçu des injections répétées de cocaïne dans leur cage d’hébergement 
pendant 14 jours excepté les weekends, et leurs états anxieux et pseudo-dépressif ont été 
étudiés pendant une période de sevrage allant de 2 à 28 jours. Ce protocole d’administration 
de cocaïne induit une sensibilisation comportementale à ce psychostimulant, toujours présente 
33 jours après la fin du traitement (résultat obtenu dans notre équipe lors d’une étude 
préalable). Ceci atteste de la mise en place de neuradaptations cérébrales durables induites par 
ce traitement. Il est important de noter que ce traitement chronique à la cocaïne n’induit pas 





   L’effet anxiogène du sevrage a été mesuré à 2, 8 ou 28 jours après la dernière injection de 
cocaïne et à l’aide de trois tests comportementaux : l’EPM, l’OA et le test d’enfouissement 
défensif. Les tests d’EPM et d’OA sont basés sur un conflit exploration/évitement de 
situations aversives mais il a été montré que l’OA est plus anxiogène pour l’animal (Pellow et 
al, 1985). Nous avons également évalué cet état anxieux dans un troisième test basé sur le 
comportement défensif de l’animal. 
   L’effet du sevrage sur le comportement de résignation a été évalué par le test de la nage 
forcée à 2 et 15 jours de sevrage. L’état hédonique des rats a également été évalué pendant le 
traitement à la cocaïne et au cours des différentes périodes de sevrage (de 2 jours jusqu'à 28 
jours de sevrage). 
   Différents groupes de rats sont utilisés pour les différents tests comportementaux et les 









    Figure 14 : Protocole expérimental. 
2- 2 Evaluation du comportement anxieux 
2- 2- 1 Evaluation de l’anxiété par les comportements exploratoires 
?
   Les résultats obtenus en plaçant les animaux dans l’EPM montrent qu’à 2 jours de sevrage, 
les rats traités à la cocaïne explorent cet environnement non familier autant que les rats traités 















(Figure 15.A), le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts (Figure 15.B) et le temps 
passé dans la plateforme centrale (NaCl : 49,28 ± 10,5 sec; Cocaïne : 45,6 ± 10,13 sec). 
La prise en compte de variables plus éthologiques révèle une diminution de la durée des 
« head-scanning » chez les rats sevrés (Figure 15.C). Il est à noter que les rats adoptent très 
peu de postures de redressements ou d’immobilité dans l’EPM.  
Trois des différents paramètres mesurés sont représentés sous forme d’histogrammes dans la 
figure ci-dessous. 
          
Figure 15 : Comportements exploratoires observés dans le labyrinthe en croix surélevé à 2 
jours de sevrage chez les rats témoins (en blanc) et sevrés (en noir) (n = 7-10). Les résultats 
sont exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05 versus le groupe traité au NaCl.       
   L’analyse du comportement des animaux confinés dans l’OA au cours du sevrage montre 
que les rats traités à la cocaïne manifestent des postures de « freezing » non observées chez 
les rats traités au NaCl que ce soit à 2 ou 8 jours de sevrage (Figure 16.A). Ce comportement 
est associé à une diminution des mouvements de « head-scanning » (Figure 16.B) et des 
redressements (Figure 16.C).  
Le calcul du pourcentage de temps passé dans la partie distale du bras ouvert (Figure 16.D) ou 
du temps passé dans la partie centrale (NaCl : 26,4 ± 8,19 sec ; Cocaïne : 18,21 ± 3,58 sec à 
J2 de sevrage ; NaCl : 27,62 ± 5,45 sec ; Cocaïne : 20,29 ± 8,01 sec à J8 de sevrage) ne révèle 
aucune différence entre les deux groupes de rats.  
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Figure 16 : Comportements exploratoires observés dans le bras ouvert à 2 et 8 jours de 
sevrage chez les rats témoins (en blanc) et sevrés (en noir) (n = 10-14 à J2 et n = 7-13 à J8 
pour les groupes NaCl et cocaïne respectivement). Les résultats sont exprimés en moyenne + 
SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 versus le groupe traité au NaCl.  
2- 2- 2 Evaluation de l’anxiété par les comportements défensifs 
   Comme nous l’avons expliqué dans la partie « Matériels et méthodes » le test 
d’enfouissement défensif consiste à délivrer un choc électrique à l’animal quand ce dernier est 
en contact avec une sonde placée dans la cage. Les réponses comportementales qui s’en 
suivent sont de différents ordres : redressements et reniflements intensifs de la grille qui ferme 
la cage pouvant être interprétés comme la recherche d’une issue pour fuir, l’immobilisation en 
état d’alerte alternant avec l’exploration de la litière par le flair et la projection de sciure sur la 
sonde à l’aide des pattes et du museau. Pour quantifier l’anxiété déclenchée par les chocs 
électriques nous avons utilisé trois paramètres : 1) le temps passé par l’animal à rester 
immobile, 2) celui passé à enfouir la sonde et 3) la latence de retour vers la sonde après le 1er
choc.  
   Dans nos conditions expérimentales, c’est l’immobilisation de l’animal en état d’alerte qui 
permet le mieux de mettre en évidence l’anxiété au cours du sevrage. Deux, 8 et 28 jours 
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important chez les rats sevrés que chez les rats témoins (Figure 17.A), même si ce dernier 
diminue au cours du temps.  
Parallèlement, on observe une absence presque totale de comportement d’enfouissement de la 
sonde chez les animaux traités à la cocaïne par rapport aux animaux témoins au 2ème jour de 
sevrage (Figure 17.B). Cette différence entre les deux groupes de rats s’estompe au 8ème et 
28ème jour de sevrage. 
Enfin, les animaux traités à la cocaïne mettent plus de temps que les animaux témoins à 
revenir vers la sonde électrifiée après un premier choc, bien que le seuil de significativité ne 
soit atteint qu’à partir du 8ème jour de sevrage (Figure 17.C). 
Les différents paramètres mesurés sont représentés sous forme d’histogrammes dans la figure 
ci-dessous. 
Figure 17 : Comportements observés dans le test d’enfouissement défensif à 2, 7 et 28 jours 
de sevrage chez les rats témoins (en blanc) et sevrés (en noir) (n = 10-14). Les résultats sont 
exprimés en moyenne + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 versus le groupe traité au NaCl et 
#p < 0.05 versus les rats traités à la cocaïne à 2 jours de sevrage.
2- 3 Evaluation du comportement pseudo-dépressif 
2- 3- 1 Comportement de résignation dans le test de la nage forcée 
?
La figure 18 illustre les effets du sevrage à la cocaïne sur le comportement des rats dans le test 
de la nage forcé. Les résultats ne montrent aucune différence de comportement entre les rats 
traités à la cocaïne et les rats témoins. En effet, les différents paramètres mesurés (durées 
d’immobilité, de nage et d’escalade) ne diffèrent pas entre les deux groupes de rats que ce soit 



































Figure 18 : Comportements observés dans le test de la nage forcée à 2 et 15 jours de sevrage 
chez les rats témoins (en blanc) et sevrés (en noir)  (n = 8-10). Les résultats sont exprimés en 
moyenne + SEM.  
2- 3- 2 Préférence pour une solution sucrée  
   Dans un premier temps nous avons recherché la concentration minimum de saccharose 
induisant une consommation préférentielle par rapport à celle de l’eau. Nos résultats indiquent 
que les rats détectent une différence entre l’eau et l’eau sucrée lorsque celle-ci contient au 
moins 0,5 % de saccharose (p<0.01) (Figure 19.A). A cette concentration une préférence 
d’environ 70 % pour cette boisson est observée. Elle est donc choisie pour les études 
suivantes car elle devrait permettre de révéler aussi bien des augmentations que des 
diminutions de consommation de saccharose.  
   Au cours du traitement à la cocaïne, la consommation d’eau sucrée chez les rats témoins ou 
traités à la cocaïne est identique (F1,10 = 0,89 ; ns) (Figure 19.B). La préférence pour l’eau 
sucrée est d’environ 80% et se maintient à ce niveau au cours du traitement. De même, 
aucune différence n’est observable pendant la période de sevrage (F1,8 = 1,10 ; ns) (Figure 
19.C) entre ces deux groupes de rats. La consommation totale de liquide, environ 40 ml par 
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Figure 19 : Evaluation de la consommation d’une solution de saccharose. A : Mesure de la 
préférence pour une solution sucrée en fonction de sa concentration en saccharose ; 
**p < 0.01 ; ***p < 0.001. B et C : Evaluation de la préférence pour une solution de 
saccharose 0.5 % au cours du traitement à la cocaïne (B) et du sevrage (C). 
3- Discussion 
3- 1 Effet d’un sevrage à la cocaïne sur l’état anxieux des animaux 
   L’effet d’un sevrage à la cocaïne sur l’état anxieux des animaux a tout d’abord été abordé à 
l’aide d’un test comportemental classiquement utilisé chez les rongeurs et validé par un 
ensemble de données pharmacologiques, le test de l’EPM (Pellow et al, 1985). Les résultats 
que nous avons obtenus montrent que dans nos conditions expérimentales, les rats traités à la 
cocaïne explorent autant que les rats témoins les parties anxiogènes du dispositif, c’est-à-dire 

















































































































































































































































































































































redressement ou de « head scans » sont peu ou pas modifiées par un traitement à la cocaïne. 
Ces résultats suggèrent que les rats sevrés de cocaïne ne sont pas plus anxieux que les rats 
témoins dans ce dispositif et dans nos conditions expérimentales. Le nombre total d’entrées 
dans les différents bras du labyrinthe ne diffèrent pas entre les deux groupes de rats ; ce 
paramètre étant utilisé comme index d’activité locomotrice (Dawson et al, 1995), ceci suggère 
qu’elle n’est pas affectée par le traitement à la cocaïne. 
Certaines équipes rapportent qu’après un traitement chronique à la cocaïne similaire à celui 
que nous avons adopté, les rats sevrés depuis 2 jours manifestent une augmentation de leur 
niveau d’anxiété dans le labyrinthe en croix surélevé (Paine et al, 2002; Rudoy and Van 
Bockstaele, 2007; Sarnyai et al, 1995). D’autres équipes, adoptant le même protocole, 
montrent que cet état émotionnel n’est pas affecté (Basso et al, 1999). Ceci est sans doute lié 
aux différentes conditions expérimentales utilisées (intensité de l’éclairage du dispositif, 
discontinuité du traitement les weekends,…), à la complexité de cet état émotionnel et au 
grand nombre de facteurs environnementaux pouvant affecter son expression.   
   Suite à cette première expérience, nous avons fait l’hypothèse que l’exposition à un 
environnement plus anxiogène permettrait de mieux révéler des différences de réactivité 
émotionnelle entre les animaux traités à la cocaïne et leurs témoins. En d’autres termes, si le 
sevrage à la cocaïne induit un état anxieux celui-ci serait plus facilement mis en évidence 
lorsque l’animal doit faire face à une situation plus aversive.   
   Dans ce but, les rats ont été confinés dans un des bras ouverts du labyrinthe surélevé (test de 
l’OA) sans possibilité de refuge dans une zone moins anxiogène comme la plateforme 
centrale ou les bras fermés. Ce test est considéré plus anxiogène que le confinement dans un 
bras fermé ou l’exposition à la totalité du labyrinthe en croix surélevé puisqu’il induit une 
plus forte augmentation des taux de corticostérone plasmatique (Pellow et al, 1985).  
Dans nos expériences, l’exposition à cet environnement déclenche chez les rats en sevrage de 
cocaïne une réponse passive beaucoup plus prononcée que chez les rats témoins. Cette 
réponse se traduit par des postures de « freezing » de durée plus longue au cours de la 
première semaine de sevrage. Ce comportement semble se développer au détriment des 
mouvements exploratoires comme les « head scans » ou les redressements moins nombreux 
que chez les témoins. Par ailleurs, le nombre d’entrées dans la partie distale du bras ouvert est 





« freezing » chez les rats sevrés ne correspond pas à une diminution de leur capacité motrice 
mais peut être interprétée comme une augmentation de leur niveau d’anxiété.  
Cette analyse est soutenue par des résultats obtenus dans le laboratoire montrant que 
l’administration de diazépam, un anxiolytique classique de la famille des benzodiazépines, 
diminue les temps de « freezing » chez les animaux sevrés sans affecter leur activité 
locomotrice spontanée. Les benzodiazépines restent parmi les anxiolytiques les plus efficaces 
et les plus prescrits et ils sont utilisés dans les études précliniques pour attester que les 
comportements d’inhibition comportementale observés chez l’animal sont bien des formes 
d’expression anxieuse.  
Des résultats similaires ont été observés avec des modèles d’anxiété chez les rongeurs : les 
rats HAB manifestent un comportement plus anxieux dans l’OA que les rats LAB (Kalisch et 
al, 2004; Salomé et al, 2006). Egalement les rats ayant subi un stress prénatal adoptent une 
stratégie passive d’immobilité dans l’OA par rapport aux rats témoins qui adoptent plutôt une 
stratégie active d’hyperlocomotion (Mairesse et al, 2007). 
   Nous avons ensuite complété cette étude en utilisant un troisième paradigme expérimental, 
le test d’enfouissement défensif, pouvant faire intervenir un autre type de comportement 
anxieux chez l’animal (Basso et al, 1999; De Boer and Koolhaas, 2003; Pellow et al, 1985). 
Deux types de réponse comportementale sont généralement observés suite au choc électrique 
produit par le contact avec la sonde électrifiée : son enfouissement avec la litière ou 
l’immobilisation de l’animal, généralement à distance de la sonde. Ces deux stratégies de 
défense sont interprétées comme des expressions qualitativement différentes d’anxiété; il 
s’agit de comportement d’évitement, respectivement actif et passif (Legradi et al, 2007). 
Outre ces deux réactions défensives principales d’autres paramètres peuvent également 
constituer des indices d’anxiété tels que la latence à revenir vers la sonde après le premier 
choc.  
Dans notre étude, le choc électrique déclenche une réponse d’évitement passive chez les rats 
traités à la cocaïne puisqu’ils passent plus de temps immobiles dans la partie distale de la cage 
que les rats témoins, qui eux adoptent plutôt une réponse d’évitement active en tentant 
d’enfouir la sonde. Le temps d’immobilité reste significativement différent entre les deux 
groupes de rats pendant au moins 28 jours de sevrage, alors que le temps d’enfouissement ne 
l’est plus au-delà de 2 jours. L’adoption d’un comportement passif plutôt qu’actif dans ce test 
peut être liée à nos conditions expérimentales. En effet, il a été rapporté que le degré 





stimulus aversif, la qualité de la litière, la taille et la familiarité du dispositif) et des 
caractéristiques des animaux utilisés (en particulier, souches et conditions d’élevage) (De 
Boer and Koolhaas, 2003). En se basant sur l’augmentation du temps d’immobilité et de la 
latence à revenir vers la sonde électrifiée (significativement plus longue chez les rats sevrés à 
8 et 28 jours de sevrage), nous pouvons conclure que les rats traités à la cocaïne sont plus 
anxieux que les rats témoins. 
L’augmentation de l’état anxieux chez les animaux sevrés de cocaïne a été observée par 
plusieurs équipes en utilisant ce test (Aujla et al, 2008; Harris and Aston-Jones, 1993; Harris 
et al, 2001). Cependant, une seule équipe a étudié son évolution au cours du temps après auto-
administration chronique de cocaïne (Aujla et al, 2008). Elle apporte des résultats en accord 
avec les nôtres puisqu’elle montre que cette exacerbation de l’état anxieux peut se prolonger 
pendant 42 jours de sevrage.  
Il est intéressant de noter que dans le test d’enfouissement défensif l’animal fait face à un 
stimulus aversif proche et identifié alors que dans le test de l’OA la menace est plus distante 
et plus diffuse. Les comportements de type anxieux dans le test d’enfouissement défensif, tout 
comme ceux observés dans l’EPM ou L’OA, sont atténués par l’administration 
d’anxiolytiques (Gutiérrez-García et al, 2006; Violle et al, 2006) ce qui suggèrent que ces 
différents tests comportementaux pourraient refléter des facettes différentes d’un état anxieux.   
L’ensemble de ces résultats indique que les rats sevrés ont d’autant plus de difficultés à faire 
face à une situation que celle-ci est fortement anxiogène (EPM versus OA). Ceci rejoint des 
données de la littérature montrant qu’au cours du sevrage l’anxiété des rats sevrés est mise en 
évidence dans des situations fortement anxiogènes telles que le fait d’exposer le rat au test 
d’enfouissement défensif (Aujla et al, 2008; Basso et al, 1999) ou à des indices 
environnementaux rappelant la prise de cocaïne (DeVries and Pert, 1998; Erb et al, 2006). 
D’autre part, nos résultats montrant un état anxieux qui perdure au cours du sevrage ouvrent 
la possibilité de tester de nouvelles molécules à potentiel anxiolytique non seulement en aigu 
mais après des traitements sub-chroniques et chroniques.   
   Nos résultats sont pertinents au vu de ce qui est observé chez l’homme. En effet des études 
cliniques soulignent une forte réactivité émotionnelle en termes d’anxiété, de réponses 
cardiovasculaire et neuroendocrinienne chez les usagers de cocaïne en période d’abstinence 





3- 2 Effet d’un sevrage à la cocaïne sur l’état pseudo-dépressif des animaux 
   L’état pseudo-dépressif a été étudié dans un premier temps par l’évaluation de l’état 
résigné dans le test de la nage forcée. Aucune différence dans le temps d’immobilité 
(paramètre indicateur d’un état résigné) ni dans les autres paramètres de mesure d’un état 
résigné, plus indirects, comme le temps de nage ou d’escalade n’a été observée.  
Bien que le test de la nage forcée ne permette pas d’évaluer à lui seul pleinement les 
symptômes de type dépressif, le comportement de résignation est affecté dans différents 
modèles animaux de dépression comme ceux induits par des stress chroniques répétés ou 
encore un stress prénatal (Kompagne et al, 2008; Renoir et al, 2012). Les études ayant utilisé 
ce test pour évaluer l’état pseudo-dépressif au cours du sevrage à la cocaïne ont rapporté des 
résultats variables ; en effet, certaines d’entre elles ont montré une augmentation dans le 
temps d’immobilité chez les rats sevrés dans le test de la nage forcée (Filip et al, 2006; 
Perrine et al, 2008) et d’autres n’ont trouvé aucune différence, se rapprochant ainsi de nos 
résultats (Frankowska et al, 2010). Ces différences dans les résultats peuvent être dues aux 
différences dans les quantités et le pattern d’administration de la cocaïne (administration 
active versus passive ou quotidienne versus binge).  
   Le test de la nage forcée est généralement associé au test de préférence pour une boisson 
sucrée qui permet d’évaluer l’état d’anhédonie des animaux, un autre symptôme majeur des 
troubles dépressifs. Dans plusieurs modèles de dépression chez les rongeurs, comme 
l’exposition à des stress chroniques, une séparation maternelle ou prénatale ou encore une 
bulbectomie, la préférence pour une solution sucrée est diminuée (Renoir et al, 2012). 
   Dans nos conditions expérimentales, l’évaluation de l’état hédonique des animaux en cours 
de sevrage indique qu’une solution de saccharose à 0,5 % conserve la même valeur appétitive 
pour les rats traités à la cocaïne que pour les rats témoins lorsque celle-ci est accessible sans 
effort. La préférence pour l’eau sucrée est forte pour les deux groupes de rats (80 % du 
volume de boisson consommé) et se maintient au cours du traitement et lors du sevrage à la 
cocaïne suggérant que l’état hédonique des animaux n’est affecté ni par le traitement ni par le 
sevrage à la cocaïne.  
Avant donc de conclure à une absence d’effet sur l’état hédonique au cours du sevrage il 
serait nécessaire de compléter cette étude en utilisant d’autres tests expérimentaux comme 
l’autostimulation intracérébrale, ou les tests nécessitant un comportement opérant pour obtenir 





drogues a surtout été mis en évidence avec la technique d’autostimulation intracérébrale qui 
consiste à évaluer le seuil de récompense d’un animal en lui donnant la possibilité de 
s’administrer un courant de faible intensité dans une région cérébrale spécifique ; l’intensité 
minimale du courant qui induit le comportement d’auto-administration permettant une 
évaluation de la valeur récompensante de la stimulation perçue (D’Souza and Markou, 2010). 
D’autre part, Barr et Phillips (1999) ont montré que des rats sevrés à l’amphétamine 
présentent la même préférence que les rats témoins pour une solution sucrée (4 %) disponible 
en choix libre dans un biberon mais une motivation plus faible lorsqu’ils doivent appuyer sur 
un levier pour l’obtenir (Barr and Phillips, 1999). Aussi, il serait intéressant d’étudier dans 
notre modèle si les rats sevrés gardent la même motivation pour cette boisson sucrée lorsque 
son accès nécessite la mise en œuvre d’un comportement opérant comme l’appui répété sur un 
levier, par exemple.  
   Les études épidémiologiques montrent une forte prévalence des troubles dépressifs parmi 
les usagers de cocaïne (Rounsaville, 2004; Rubin et al, 2007). Cependant, comme pour les 
troubles anxieux, les mécanismes de co-apparition de ces troubles sont peu connus. En effet, 
certains proposent que la prise de cocaïne augmente les risques de développer un trouble 
dépressif et d’autres suggèrent que la dépression est un symptôme préexistant à l’exposition à 
la drogue et contribue de ce fait à sa prise. Bien que nos résultats suggèrent que l’arrêt de la 
prise de cocaïne n’induit pas d’état dépressif, du moins dans nos conditions expérimentales, 
d’autres études sont nécessaires afin de compléter ces données et pouvoir confirmer ou 
infirmer les résultats obtenus concernant l’état pseudo-dépressif des rats au cours du sevrage à 
la cocaïne.?
3- 3 Conclusion générale 
   Nos résultats suggèrent que le traitement à la cocaïne a une action plus prononcée sur les 
mécanismes neuronaux impliqués dans la régulation de l’anxiété que sur ceux impliqués dans 
la régulation de la dépression et que pendant la période de sevrage les animaux ont d’autant 
plus de difficultés à faire face aux situations anxiogènes que celle-ci sont aversives. Ils offrent 
ainsi un modèle expérimental permettant d’étudier les substrats neuronaux sous-tendant 






Chapitre II : Corrélats neuroanatomiques de l’anxiété pathologique 
induite par un sevrage à la cocaïne 
1- Introduction 
   Dans cette étude, nous avons fait l’hypothèse que l’augmentation de l’état d’anxiété 
observée après confinement dans un bras ouvert chez les rats sevrés à la cocaïne est sous-
tendue par des dysfonctionnements cérébraux qui peuvent être repérés en comparant 
l’expression des protéines Fos et Zif-268 dans les deux groupes de rats, sevrés et témoins. 
   Bien que le protocole d’administration de cocaïne utilisé nous ait permis de montrer une 
augmentation du niveau d’anxiété au cours du sevrage dans les tests de l’OA et de 
l’enfouissement défensif, nous avons privilégié le test de l’OA pour cette étude 
neuroanatomique. En effet, le test d’enfouissement défensif est basé sur l’analyse du 
comportement de l’animal suite à un choc électrique délivré après contact avec une sonde 
placée dans la cage. Ce test implique donc une stimulation nociceptive pour laquelle les deux 
groupes d’animaux pourraient avoir une sensibilité différente, mais qui surtout induit 
l’expression de Fos dans de nombreux circuits neuronaux en relation avec la perception de la 
douleur, et donc rend plus complexe l’analyse des systèmes neuronaux contribuant plus 
spécifiquement au développement d’un état anxieux. 
   Les marqueurs Fos et Zif-268 ont été utilisés pour quantifier les neurones activés après 
exposition à l’OA. Ceci nous a permis de répondre aux deux questions suivantes : 
-  Quelles sont les régions cérébrales sollicitées par cette situation anxiogène ? 
- Quelles sont les régions cérébrales dont la réactivité dans l’OA est altérée à 2 jours de 
sevrage de cocaïne ? 
2- Résultats 
2- 1 Déroulement des expériences 
?
   Après une heure d’habituation dans la pièce d’expérimentation, les rats sont placés 5 min 
dans l’OA puis replacés dans leur cage de stabulation. Deux heures après le test, les rat sont 
perfusés et les cerveaux prélevés comme décrit dans la partie « Matériels et méthodes » pour 
l’étude immunohistochimique.   
Pour chaque région quantifiée, quatre groupes de rats sont comparés : les rats traités au NaCl 





à la cocaïne sans et avec exposition à l’OA (Cocaïne - Basal et Cocaïne + OA 
respectivement). Les rats qui ne sont pas exposés à l’OA restent dans leur cage de stabulation. 
?
  
   Figure 20 : Protocole expérimental.  
???Les régions sélectionnées pour la quantification des cellules exprimant Fos sont représentées 
dans la figure 21. Les cellules exprimant Zif-268 n’ont été quantifiées que dans la partie 
dorsale du CPFm (dCPFm), qui inclut les cortex cingulaire antérieur et prélimbique dorsal, et 













Figure 21 : Diagrammes, adaptés de l’atlas Paxinos et Watson (1998), indiquant 
l’emplacement des zones utilisées pour la quantification des cellules exprimant les protéines 
Fos. Bregma 3,2 : VO, cortex orbitoventral ; Bregma 2,7 : Cg, cortex cingulaire ; dPrL, 
cortex prélimbique dorsal ; vPrL, cortex prélimbique ventral ; IL, cortex infralimbique ; Pir, 
cortex piriforme ; Acb, noyau accumbens ; Bregma – 0,26 : LSV, septum latéral ventral ; 
Bregma – 1,88 : PVA, noyau paraventriculaire du thalamus ; PVNp, noyau paraventriculaire 
de l’hypothalamus (partie parvocellulaire) ; AH, aire hypothalamique antérieure ; LH, aire 
hypothalamique latérale ; Bregma – 2,8 : CeM, noyau central de l’amygdale ; BLA, noyau 
basolatéral de l’amygdale ; MeA, noyau médian de l’amygdale ; Bregma – 5,6 : V1M, cortex 































2- 2 Comparaison des patterns d’induction de Fos après confinement dans 
l’OA chez les deux groupes de rats 
?
   Dans les conditions basales, c'est-à-dire lorsque les rats ne sont pas exposés à l’OA, les 
densités de cellules exprimant la protéine Fos sont relativement faibles dans la majorité des 
régions examinées (< 200 cellules positives/mm2) à l’exception de trois régions, les cortex 
piriforme et visuel et le noyau paraventriculaire du thalamus (PVT) où les densités des 
cellules exprimant Fos sont supérieures à 300 cellules positives/mm2. Aucune différence 
d’expression de Fos n’est observée entre les rats sevrés et les rats témoins dans ces différentes 
régions (Figures 22 et 23).  
   Dans les régions corticales, l’exposition à l’OA augmente la densité des cellules Fos-
positives dans les différentes subdivisions du CPFm (le cortex cingulaire antérieur, 
prélimbique dorsal et ventral et le cortex infralimbique), le cortex orbitoventral et le cortex 
piriforme, et ceci dans les deux groupes de rats sevrés et témoins (Figure 22). Dans le cortex 
visuel primaire aucune augmentation dans l’expression de Fos après OA n’est observée et ceci 
dans les deux groupes de rats.  
La comparaison entre les deux groupes de rats sevrés et témoins exposés à l’OA révèle des 
différences d’expression de la protéine Fos. En effet la densité de cellules immunomarquées 
est significativement plus faible chez les rats en sevrage de cocaïne que chez les rats témoins 
dans le cortex cingulaire antérieur (38 % de réduction) et la partie dorsale du cortex 
prélimbique (45 % de réduction). Dans la partie ventrale du cortex prélimbique, une plus 
faible densité (34 % de réduction) est également observée chez les rats sevrés mais cette 
différence n’est pas statistiquement significative (Figure 22). 
   Dans les régions sous-corticales, l’exposition à l’OA augmente la densité des cellules Fos-
positives dans le PVT, l’hypothalamus (noyau paraventriculaire, aires antérieure et latérale), 
l’amygdale (médiale et centrale) et le subiculum ventral et ceci dans les deux groupes de rats 
sevrés et témoins. L’expression de la protéine Fos après OA est significativement plus faible 
chez les rats sevrés dans 3 régions : le PVT (31 % de réduction), les aires antérieure (29 % de 
réduction) et latérale (46 % de réduction) de l’hypothalamus.  
Dans les autres régions examinées comme le NAC, le septum ventro-latéral, le noyau 
basolatéral de l’amygdale et la substance grise périaqueducale (PAG), l’expression de Fos 






































































Figure 22 : Effet de deux jours de sevrage à la cocaïne 
sur l’expression de Fos dans les régions corticales. Les 
rats traités à la cocaïne (en noir) sont comparés aux rats 
témoins (en blanc) en conditions basales (n = 5-6) et 
après exposition à l’OA (n = 7-12). Les résultats sont 
exprimés en moyenne + SEM des densités de cellules 
Fos-positives/mm2, *p < 0,05, **p < 0,01 versus le 
groupe correspondant en conditions basales. #p < 0,05 
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Figure 23 : Effet de deux jours 
de sevrage à la cocaïne sur 
l’expression de Fos dans les 
régions sous-corticales dans les 
conditions basales et après 
exposition à l’OA. Même 






2- 3 Comparaison des patterns d’induction de Zif-268 après confinement 
dans l’OA chez les deux groupes de rats 
   Nous avons complété cette étude neuroanatomique en examinant l’expression de Zif-268 
dans deux structures cérébrales : le dCPFm et le complexe amygdalien. Dans les conditions 
basales, c'est-à-dire lorsque les rats ne sont pas exposés à l’OA, les densités des cellules 
exprimant la protéine Zif-268 sont relativement élevées dans la majorité des régions 
examinées : supérieures à 1400 cellules positives/mm2 dans le CPFm et entre 1000 et 3000 
cellules positives/mm2 dans les différents noyaux de l’amygdale étudiés. Cependant, aucune 
différence n’est observée entre les rats sevrés et les rats témoins dans ces différentes régions 
(Figures 24 et 25).  
   L’exposition à l’OA augmente significativement la densité des cellules exprimant Zif-268 
dans le cortex cingulaire antérieur chez des rats témoins. Par contre, aucun changement n’est 
observé dans les autres régions étudiées. 
Figure 24 : Effet de deux jours de sevrage à la cocaïne sur l’expression de Zif-268 dans le 
dCPFm. Les rats traités à la cocaïne (en noir) sont comparés aux rats témoins (en blanc) en 
conditions basales (n = 5) et après exposition à l’OA (n = 6). Les résultats sont exprimés en 
moyenne + SEM des densités de cellules Zif-268 positives/mm2, **p < 0,01 versus le groupe 
























3- 1 Choix des marqueurs d’activation neuronale, les protéines Fos et Zif-
268  
?
???La protéine Fos est l’un des facteurs de transcription les plus étudiés et les mieux 
caractérisés. Elle est faiblement exprimée dans le système nerveux central dans les conditions 
basales mais peut être induite par un grand nombre de stimuli pharmacologique, électrique ou 
physiologique. Son induction est rapide et transitoire. Le pic d'expression de l’ARNm codant 
pour Fos est généralement observé entre 30 et 60 minutes après le stimulus, alors que le taux 
maximal de la protéine Fos s'observe entre 1 heure et 3 heures après la stimulation et c’est 
pour cette raison que nous avons choisi de suivre son expression 2 heures après exposition des 
rats à l’OA.  
La protéine Zif-268 est également induite de façon rapide et transitoire dans le cerveau suite à 
une stimulation cellulaire (Beckmann and Wilce, 1997; Cullinan et al, 1995; Knapska and 
Kaczmarek, 2004; Senba and Ueyama, 1997). Comme Fos, elle est considérée comme un 






























Figure 25 : Effet de deux jours de sevrage à la 
cocaïne sur l’expression de Zif-268 dans différents 
noyaux de l’amygdale dans les conditions basales et 
après exposition à l’OA. Même légende que dans la 






différence de Fos, présente une expression constitutive. Cette expression, stable et 
relativement élevée de la protéine en conditions basales, est maintenue par une production 
tonique d’ARNm de courte durée de vie en réponse à l’activité synaptique dans plusieurs 
régions telles que le cortex et le striatum. La protéine Zif-268 peut donc être utilisée pour 
évaluer l’activité basale dans le cerveau (Worley et al, 1991) alors que Fos est un marqueur 
mieux adapté pour détecter une variation rapide d’activité en réponse à un stimulus. 
3- 2 Discussion des résultats obtenus  
   A notre connaissance, il n’existe aucune étude neuroanatomique exhaustive sur les corrélats 
neurobiologiques de l’anxiété pathologique induite par un sevrage à la cocaïne. Dans notre 
étude, l’utilisation de Fos nous a permis d’observer chez les rats non exposés à la cocaïne une 
activation neuronale dans diverses régions décrites comme étant sollicitées dans des 
paradigmes d’induction d’anxiété innée comme l’EPM ou l’OA (Duncan et al, 1996; Graeff 
et al, 1993; Muigg et al, 2008; Salome et al, 2004). Ces régions incluent les différentes 
subdivisions du CPFm, l’amygdale médiale et centrale, le PVT et divers noyaux de 
l’hypothalamus (PVN, aires latérale et antérieur, paraventriculaire,…).  
Il est intéressant de noter que l’observation qualitative et quantitative des coupes montre une 
similitude dans le « pattern » d’expression de la protéine Fos chez les rats sevrés et les rats 
témoins confinés à l’OA et que les différences entre les deux groupes d’animaux résident dans 
l’amplitude de la réactivité de certaines structures comme le dCPFm, le PVT et certaines 
régions de l’hypothalamus. Ceci suggère que les rats sevrés font intervenir les mêmes circuits 
neuronaux que les rats témoins lors du traitement de stimuli anxiogènes, comme ceux 
rencontrés dans l’OA, mais que des altérations fonctionnelles au niveau de certains relais de 
ce réseau pourraient contribuer à l’augmentation de l’état anxieux observée chez les rats 
sevrés.  
   Dans la partie qui suit nous allons commenter les résultats obtenus dans les structures que 
nous avons quantifiées et qui nous semblent les plus importantes dans le traitement des 
stimuli anxiogènes. 
Les régions corticales 
   De nombreuses études ont suggéré l’implication du CPFm dans le traitement des 





prédateur (Hebb et al, 2004), à un choc électrique (Morrow et al, 2000), à l’Open-field 
(Nagahara and Handa, 1997; Salome et al, 2004), à l’OA (Muigg et al, 2009; Salome et al, 
2004) ou encore l’administration d’agents anxiogènes (Singewald et al, 2003), augmentent 
l’expression de Fos dans cette région corticale. L’administration de benzodiazépines prévient 
l’induction de Fos par des chocs électriques dans cette région (Morrow et al, 2000).      
   Les études neuranatomique et fonctionnelle ont montré qu’il existe un gradient dorso-
ventral au sein du CPFm, avec la partie dorsale (incluant le cortex cingulaire antérieur et le 
cortex prélimbique dorsal) essentiellement interconnectée avec les régions à fonction 
cognitive alors que la partie ventrale (incluant le cortex prélimbique ventral et le cortex 
infralimbique) plutôt interconnectée avec les régions régulant le système nerveux autonome et 
les fonctions viscérales (Heidbreder and Groenewegen, 2003; Hoover and Vertes, 2007; 
Vertes, 2004). Plusieurs études ont mis en évidence l’importance de la partie ventrale du 
cortex préfrontal médian (vCPFm) dans la génération d’un état anxieux. Ces études ont 
montré que l’inactivation de cette région chez le rat, par des lésions focales ou l’injection 
locale d’agents pharmacologiques, diminue les comportements anxieux (Shah et al, 2004; 
Stern et al, 2010) et réduit les réponses des systèmes autonome (Tavares et al, 2009) et 
neuroendocrinien (Radley et al, 2006) à des stress émotionnels aigus. Quant au rôle du 
dCPFm dans l’anxiété innée, ce dernier est plus controversé puisque les données de la 
littérature sont assez contradictoires ; certaines rapportent que son inactivation produit un 
effet anxiogène (Jinks and McGregor, 1997; de Visser et al, 2011) et d’autres un effet 
anxiolytique (Albrechet-Souza et al, 2009; Shah et al, 2004).  
   Nos résultats, obtenus avec la protéine Fos, en soulignant une altération sélective de la 
réactivité du dCPFm en réponse à une situation anxiogène chez les rats sevrés de cocaïne sont 
intéressants à plusieurs titres : 
1- Des études préalables, en utilisant la même approche basée sur l’expression de la protéine 
Fos, ont également montré une diminution de la réactivité de cette région dans des modèles 
d’anxiété pathologique chez les rongeurs : les souris BALB/c ayant un trait de caractère 
hyper-anxieux (Muigg et al, 2009; O’Mahony et al, 2010) et les lignées de rats ou de souris 
HAB (Kalisch et al, 2004; Muigg et al, 2008; Salome et al, 2004). Chez ces animaux 
présentant un trait anxieux, l’induction de l’expression de Fos par un stimulus anxiogène est 
atténuée dans le dCPFm (notamment dans le cortex cingulaire antérieur), quand ces derniers 
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Zif-268. L’absence de différence dans la densité de cellules exprimant Zif-268 dans les 
différentes subdivisions du dCPFm entre les rats sevrés et les rats témoins (NaCl versus 
cocaïne en basal, voir figure 24) suggère que notre traitement chronique à la cocaïne n’induit 
pas de changement important dans l’activité basale de ces régions. Cependant cette mesure de 
l’activité basale reste très indirecte et elle pourrait être évaluée de façon plus précise en ayant 
recours à d’autres méthodes d’analyse comme la quantification histochimique de l’activité de 
la cytochrome oxydase (très bon marqueur de l’activité en conditions basales) (Hayzoun et al, 
2007) ou la neuroimagerie fonctionnelle (Hayzoun et al, 2007; Kalisch et al, 2004). 
   En conclusion, nos données permettent de proposer que l’altération sélective de la réactivité 
du dCPFm observée chez les rats sevrés pourrait contribuer à l’expression d’un comportement 
anxieux exacerbé. Cette question sera abordée dans le chapitre 3 de cette thèse (voir Chapitre 
3 : Importance du CPFm dans l’expression de l’état anxieux au cours du sevrage ?). 
L’amygdale 
   L’amygdale est composée de nombreux noyaux et sous-noyaux différenciés sur la base de 
critères cytoarchitectonique, histochimique et hodologique. Plusieurs de ces noyaux ont été 
particulièrement impliqués dans le contrôle des processus émotionnels : les noyaux latéral et 
basolatéral considérés comme la voie d’entrée sensorielle de l’amygdale et comme relai dans 
le traitement d’informations émotionnelles et l’élaboration de réponses comportementales, le 
noyau central de l’amygdale, considéré comme la voie de sortie GABAergique inhibitrice de 
l’amygdale qui projette vers des régions impliquées dans les différentes réponses 
émotionnelles et les masses de cellules intercalées constituant un réseau GABAergique 
intrinsèque à cette structure et jouant un rôle modulateur.  
Les connections (afférences et efférences) de l’amygdale lui permet d’opérer des liaisons 
entre les aires corticales et thalamiques qui traitent les informations sensorielles et 
attentionnelles et les systèmes effecteurs de l’hypothalamus et du tronc cérébral. 
   Le rôle de l’amygdale a surtout été étudié dans les comportements d’acquisition et 
d’extinction de la peur mais également dans les comportements anxieux innés. Chez l’animal, 
il a été établi que les différents noyaux de l’amygdale (basolatéral, central et masses 
intercalées) sont connectés à différentes sous-régions du cortex préfrontal ainsi qu’à 
l’hippocampe ventral, et jouent des rôles différents dans la modulation de la réponse à un 





l’amygdale médiale ou basolatérale par injection de muscimol par exemple, diminue le 
comportement de « freezing » de l’animal face une odeur de prédateur (Müller and Fendt, 
2006). Il a été également montré que l’altération de l’extinction de la peur chez les rats HAB 
est associée à une altération de la réactivité des différents noyaux de l’amygdale (Muigg et al, 
2008).  
   Dans nos conditions expérimentales, l’exposition à l’OA augmente la densité des cellules 
exprimant Fos dans l’amygdale médiale et centrale. Cependant aucune différence n’est 
observée entre les deux groupes de rats sevrés et témoins ce qui peut paraître surprenant, tout 
au moins au niveau de l’amygdale centrale, compte tenu de sa forte implication dans les 
réactions émotionnelles. Des résultats analogues ont été observés sur les lignées de rats ou 
souris HAB exposés à l’OA (Muigg et al, 2009; Salome et al, 2004). Cette absence de 
différence a été attribuée à la faible activation de l’amygdale centrale par l’exposition à l’OA, 
ce qui ne favorise pas la mise en évidence d’altérations à ce niveau.   
L’utilisation de la protéine Zif-268 ne nous a pas non plus permis d’observer des différences 
d’activation entre les deux groupes de rats. Nous suggérons que l’exposition à l’OA n’induit 
pas une anxiété suffisante pour observer des différences de réactivité dans l’amygdale. Un 
stress plus fort pourrait révéler des différences de réactivité au niveau de cette structure. En 
effet, Frank et al., 2006 ont mis en évidence une plus forte activation de l’amygdale centrale 
et médiale chez les rats HAB par rapport aux rats LAB après une défaite sociale alors que 
l’exposition à l’OA ne le permettait pas (Frank et al, 2006).  
Le septum latéral
   Le septum est aussi considéré comme une structure clé dans la modulation de l’état anxieux 
et comme une cible importante de l’action des anxiolytiques (McNaughton and Gray, 2000; 
Sheehan et al, 2004). En effet, l’injection de benzodiazépines dans cette structure diminue le 
comportement anxieux des animaux dans différents tests comportementaux comme l’EPM ou 
le test d’enfouissement défensif (Menard and Treit, 1999) confirmant le rôle de cette structure 
dans la neurobiologie de l’anxiété. Comme dans le CPFm, différentes situations anxiogènes 
pour les rongeurs comme l’exposition à l’odeur d’un prédateur, à un stress de contention 
(Chen et Herbert 1995), à l’EPM (Duncan et al, 1996), au test de l’Open-field (Nagahara and 
Handa, 1997) ou encore l’administration de substances anxiogènes augmentent l’expression 





   De plus, il a été proposé que l’activation de la partie ventrale du septum latéral favorise 
l’adoption de comportements passifs plutôt qu’actifs face à une situation anxiogène (Mongeau 
et al, 2003). Nos résultats révélant la présence de cellules exprimant Fos principalement dans 
la partie ventrale de cette structure sont en accord avec cette hypothèse. Cependant bien que la 
densité de ces cellules soit augmentée après exposition à l’OA, cette différence n’est pas 
significative. 
Le noyau paraventriculaire du thalamus
   Chez les rongeurs, les études ont montré que le noyau paraventriculaire est une région du 
thalamus particulièrement intéressante dans l’anxiété de par ses projections vers le cortex 
préfrontal et l’amygdale et ses fonctions de perception et d’intégration. Le PVT est activé 
quand les rongeurs sont placés dans des situations anxiogènes telles que l’EPM, l’application 
d’un choc électrique dans les pattes ou l’administration de drogues anxiogènes (Bubser and 
Deutch, 1999; Li et al, 2010; Singewald et al, 2003).  
   Les études de neuroimagerie chez les primates ont montré que le comportement de 
« freezing » est associé à une activation du thalamus (Kalin et al, 2005) et que cette structure 
est également activée dans les situations d’anticipation de situations anxiogènes (Choi et al, 
2012). La résolution anatomique des techniques de neuroimagerie ne permet cependant pas de 
distinguer les différents noyaux thalamiques. 
   Dans nos conditions expérimentales, l’exposition à l’OA augmente significativement la 
densité des cellules Fos-positives dans le PVT chez les rats témoins. Cependant chez les rats 
sevrés, la densité de cellules Fos-positives reste faible après OA et significativement moins 
élevée que chez les rats témoins exposés à l’OA. Nos résultats sont intéressants au vu de la 
littérature puisque les études en neuroimagerie chez les usagers de cocaïne montrent une 
perturbation de l’activité au niveau du thalamus dans les conditions basales (Gu et al, 2010) 
ainsi qu’en réponse à des tâches impliquant l’attention et la perception de stimuli visuels 
(Tomasi et al, 2007). Ces résultats ne sont pas surprenants étant donné les déficits d’ordre 






   L’hypothalamus est une structure clé dans l’initiation des réponses comportementales et 
endocriniennes en réponse à des stimuli stressants. Cette structure est subdivisée en plusieurs 
noyaux dont les plus intéressants par rapport à l’anxiété sont : le noyau paraventriculaire de 
l’hypothalamus, les aires latérale et antérieure, le noyau dorsomédian et le noyau pré-
mamillaire (Motta et al, 2009; Nguyen et al, 2006; Salomé et al, 2006). L’exposition à l’EPM 
ou l’OA active ces différentes régions de l’hypothalamus chez l’animal (Canteras et al, 2010; 
Duncan et al, 1996; Muigg et al, 2009; Salome et al, 2004). 
   Notre étude montre, comme attendu, une activation des neurones du noyau paraventriculaire 
et des aires antérieure et latérale de l’hypothalamus dans les deux groupes de rats après 
exposition à l’OA. Chez les rats sevrés de cocaïne, une diminution de l’activation est observée 
dans les aires antérieure et latérale de l’hypothalamus par rapport aux rats témoins. Si l’on 
compare nos résultats à ceux obtenus chez les rats et les souris HAB on observe chez ces 
deniers, contrairement à nos résultats, une activation plus forte de ces aires hypothalamiques 
que chez leurs homologues (les rats et souris LAB) après exposition à l’OA. Ces divergences 
peuvent être dues à notre étude traitant d’un cas d’anxiété pathologique particulier puisque lié 
à un sevrage. Il faut noter que le noyau ventromédian de l’hypothalamus est très faiblement 
marqué et c’est pour cela qu’il n’a pas fait objet de quantification. 
L’hippocampe
   Les études chez l’animal mettent l’accent sur le rôle cognitif et mnésique de l’hippocampe 
dorsal et le rôle de l’hippocampe ventral dans les comportements anxieux. En effet, la lésion 
ou l’inactivation de l’hippocampe ventral, mais pas dorsal, a un effet anxiolytique sur le 
comportement des rongeurs (Bannerman et al, 2004; Kjelstrup et al, 2002; Trent and Menard, 
2010). Très récemment Adhikari et al ont montré l’activation synchrone des neurones du 
CPFm et de l’hippocampe ventral chez les rats placé dans l’EPM (Adhikari et al, 2011). 
   Nos résultats sont en accord avec cette littérature puisque l’on observe un fort marquage 
dans le subiculum ventral (qui fait partie de l’hippocampe ventral) après exposition à l’OA 
contrairement à la partie dorsale de l’hippocampe (gyrus denté, subiculum dorsal et corne 
d’Ammon) où le marquage est très faible (Figure 27). La quantification dans le subiculum 
ventral montre que l’exposition à l’OA augmente significativement la densité de cellules Fos-
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Chapitre III : Importance du CPFm dans l’expression de l’état anxieux 
au cours du sevrage ? 
1- Introduction 
   Les résultats obtenus avec l’analyse de l’expression de Fos nous ont permis de mettre en 
évidence une altération de la réactivité du dCPFm chez les rats sevrés de cocaïne placés 
dans une situation anxiogène. 
A ce niveau de notre étude il nous est apparu essentiel de répondre à un certain nombre de 
questions, notamment : Quel est le phénotype des neurones corticaux activés lors d’un 
confinement dans l’OA ? Est-ce que la différence de densité des cellules corticales exprimant 
la protéine Fos est affectée par une altération de la densité neuronale ou gliale induite par 
l’exposition chronique à la cocaïne ? Existe-t-il un lien de causalité entre l’altération de la 
réactivité du dCPFm et l’expression de l’état anxieux chez les rats sevrés ?  
2- Résultats 
2- 1 Phénotype des neurones activés par une exposition à l’OA et impact 
d’un traitement chronique à la cocaïne sur la densité neuronale et gliale dans le 
CPFm 
      L’identification du phénotype des neurones corticaux activés par l’OA a été réalisée avec 
des doubles marquages couplant l’immunohistochimie de Fos à l’hybridation in situ des 
ARNm codant pour le vGlut1 ou la GAD (Figure 29). La quantification des cellules 
doublement marquées indique que l’exposition à l’OA active aussi bien des neurones 
glutamatergiques (65 % des neurones Fos activés) que des neurones GABAergiques (35 % 
des neurones Fos activés) chez les rats témoins et que ces pourcentages restent identiques 
chez les animaux traités à la cocaïne (Tableau 4). 
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   Cette quantification de la densité des neurones corticaux (i.e exprimant NeuN) nous a aussi 
permis d’évaluer le pourcentage de neurones exprimant Fos dans le CPFm après exposition à 
l’OA (ratio entre les cellules Fos-positives et les cellules NeuN-positives). Ce pourcentage 
n’excède pas 30 % dans le cortex cingulaire et 20 % dans les cortex prélimbique et 
infralimbique chez les rats témoins. 
2- 2 Déroulement des expériences d’injections locales de muscimol 
?
Les rats sont injectés avec du muscimol (20 ou 100 ng) ou du NaCl 0,9 % (pour les rats 
témoins) dans le dCPFm. Trente min après l’injection, les rats sont exposés 5 min à l’OA pour 
évaluer leur comportement anxieux puis ils sont replacés dans leur cage de stabulation. Deux 
heures après le test, certains rats sont perfusés et les cerveaux prélevés comme décrit dans la 
partie « Matériels et méthodes » pour la visualisation de la protéine Fos.   
Six groupes de rats sont comparés : les rats traités au NaCl et injectés localement avec du 
NaCl, 20 ou 100 ng de muscimol (NaCl - NaCl ; NaCl - Muscimol 20 ng ; NaCl – Muscimol 
100 ng) et les rats traités à la cocaïne et injectés localement avec du NaCl, 20 ng ou 100 ng de 
muscimol (Cocaïne - NaCl ; Cocaïne - Muscimol 20 ng ; Cocaïne - Muscimol 100 ng).  
?
?
   Figure 30 : Protocole expérimental.  
2- 3 Effets d’injections de muscimol dans le dCPFm sur le comportement 
des rats confinés dans l’OA 
?
   Les résultats obtenus montrent que les rats sevrés de cocaïne passent significativement plus 
de temps en postures de « freezing » que les rats témoins (Figure 31. C, NaCl – NaCl versus 
















de muscimol dans le dCPFm abolissent complètement les postures de « freezing » chez les 
rats sevrés (Figure 31. C, Cocaïne - Muscimol 20 ng et Cocaïne – Muscimol 100 ng). 
Parallèlement on observe que les rats sevrés de cocaïne effectuent moins d’entrées dans la 
partie distale du bras ouvert (partie la plus anxiogène du dispositif) que les rats témoins 
(Figure 31. D, NaCl – NaCl versus Cocaïne – NaCl). L’injection de 20 ou 100 ng de 
muscimol dans le dCPFm rétablit le nombre d’entrées dans la partie distale à un niveau 
identique à celui des animaux témoins (Figure 31. D, Cocaïne –  Muscimol 20 ng et Cocaïne – 
Muscimol 100 ng). ?
   
  
             
Figure 31 : Effets de l’injection de muscimol dans le CPFm dorsal sur les comportements 
anxieux dans l’OA. Emplacements des sites d’injection chez les rats sevrés (cercles noirs) ou 
les rats témoins (cercles blancs) après injections de 20 (A, n = 6) ou 100 ng de muscimol 
(B, n = 5-6). C et D : Paramètres mesurés dans l’OA après injection de muscimol. Les valeurs 
sont présentées en moyenne + SEM, *p < 0,05 versus le groupe correspondant de rats 
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   On peut constater que les rats en sevrage de cocaïne ne diffèrent pas des rats témoins au 
niveau du temps passé à faire des « head-scanning » (NaCl : 76 ± 6,68 sec ; Cocaïne : 75,08 ± 
10,11 sec), à la différence de ce qui est observé chez les rats non canulés, ou du pourcentage 
de temps passé dans la partie distale du bras (NaCl : 48,75 ± 4,87 ; Cocaïne : 50,33 ± 5,77). 
Par ailleurs, chez les rats traités au NaCl, l’injection de muscimol dans le dCPFm n’a pas 
d’effet sur les différents paramètres comportementaux mesurés dans l’OA (Figure 31)  
2- 4 Vérification de l’étendue des injections de muscimol 
   Les cerveaux des rats canulés ont été coupés et les coupes colorées au rouge neutre pour 
vérifier les sites d’implantation des canules. Après analyse des coupes histologiques, les 
animaux dont la localisation d’un ou des deux sites d’implantation se trouve en dehors de la 
partie dorsale du CPFm sont exclus. D’autres animaux ont été éliminés en raison d’une 
hémorragie intracérébrale importante.  
Dans un certain nombre de cas, les cerveaux ont été perfusés pour évaluer l’étendue des 
injections. On remarque qu’à proximité de la zone d’injection du muscimol les cellules 
exprimant Fos sont peu ou pas présentes, alors que leur densité augmente au fur et à mesure 
que l’on s’éloigne du site d’injection (Figure 32).  
Figure 32 : Microphotographie d’une coupe immunomarquée avec la protéine Fos et 








   Dans cette étude, nous avons tout d’abord montré que l’exposition à l’OA active 
l’expression de Fos majoritairement dans les neurones glutamatergiques de projection du 
CPFm (65 à 75 %), le reste des neurones étant des interneurones GABAergiques. Ce ratio, qui 
concorde avec la proportion estimée de ces deux populations de neurones dans les différentes 
régions corticales (Santana et al, 2004), n’est pas affecté chez des rats sevrés de cocaïne. La 
cocaïne semble donc ne pas avoir d’action préférentielle sur la réactivité des neurones 
glutamatergiques ou GABAergiques corticaux impliqués dans les processus anxieux. Il en 
résulte une diminution du nombre de neurones glutamatergiques de projection du dCPFm 
exprimant Fos chez les rats sevrés exposés à l’OA, reflétant une altération fonctionnelle de 
ces voies de sortie qui pourrait contribuer au comportement anxieux exacerbé. 
   Comme nous l’avons déjà mentionné, de nombreuses études chez l’animal ont rapporté un 
remodelage important des dendrites des neurones corticaux (Kalivas and O’Brien, 2008; 
Robinson and Kolb, 2004), des microischémies (Ren et al, 2011) ou encore des changements 
importants du nombre, de la taille et de la forme des cellules gliales (Bowers and Kalivas, 
2003) après un traitement chronique à la cocaïne. Nos résultats indiquent que notre traitement 
à la cocaïne n’induit pas de changements structuraux importants qui auraient pu avoir une 
incidence sur l’altération de la densité des cellules exprimant Fos observée chez les rats sevrés 
dans cette région du cortex.  
   Nous nous sommes ensuite posé la question de la signification fonctionnelle de l’altération 
de la réponse dans le dCPFm et son implication dans le comportement anxieux chez les rats 
sevrés. Pour déterminer si un lien de causalité existe entre l’altération de la réactivité dans le 
cortex et l’expression de l’état anxieux, nous avons eu recours à l’injection locale d’agents 
pharmacologiques inhibiteur (le muscimol, un agoniste sélectif des récepteurs GABA-A) ou 
activateur (la picrotoxine, antagoniste sélectif des récepteurs GABA-A) dans le dCPFm afin 
d’en étudier l’impact sur le comportement anxieux des rats sevrés confinés dans l’OA.  
Nous avons commencé nos expériences par des injections bilatérales de 20 et 100 ng de 
muscimol dans le dCPFm. Nos résultats montrent que l’inactivation transitoire des neurones 
de cette région avant l’exposition à l’OA a un effet anxiolytique sur le comportement des rats 
sevrés placés dans ce dispositif. En effet, leur réponse à l’OA devient similaire à celle des rats 
témoins, i.e on observe une suppression totale des postures de « freezing » et un nombre 





Par contre, chez les rats traités au NaCl, l’injection corticale de muscimol n’affecte aucun des 
paramètres comportementaux mesurés dans l’OA. Ceci peut être lié au fait que nos animaux 
témoins sont très peu anxieux (pas de comportement de « freezing », exploration équivalente 
de la partie distale et proximale de l’OA,…) et que dans ces conditions où le conflit 
approche/évitement est faible on n’observe pas d’effets des anxiolytiques (Dal-Cól et al, 
2003; File et al, 1993). 
L’ensemble de ces données comportementales suggère qu’une hyperréactivité du dCPFm
en réponse à des stimuli anxiogènes contribue au comportement anxieux des rats sevrés. 
Des études sont actuellement en cours dans notre équipe pour préciser l’étendue de la sphère 
de diffusion du muscimol et étudier l’effet d’une activation du dCPFm, avec l’injection de 
picrotoxine, sur le comportement anxieux des rats sevrés placés dans l’OA.  
Les données de la littérature sur l’implication du CPFm dans les comportements anxieux chez 
les rats naïfs sont relativement divergentes. Certaines études ont montré un effet anxiolytique 
de l’inactivation transitoire du dCPFm dans l’EPM (Albrechet-Souza et al, 2009; Shah et al, 
2004; Stern et al, 2010) et d’autres au contraire, un effet anxiogène après lésion de cette 
région ou inactivation par administration d’agonistes des récepteurs GABA (Jinks and 
McGregor, 1997; de Visser et al, 2011). Ces discordances peuvent être dues au rôle 
modulateur que détient le dCPFm sur les comportements émotionnels et le fait que son 
implication peut varier en fonction des situations anxiogènes auxquelles l’animal doit faire 
face (Vertes, 2006). 
   Quelques études en neuroimagerie chez l’homme portant sur les corrélats neuronaux de 
l’anxiété chez les personnes dépendantes à la cocaïne ont rapporté des altérations de la 
réactivité du cortex cingulaire antérieur lors de la visualisation d’images à tonalité négative. 
Ces résultats sont parfois contradictoires puisque certaines équipes ont montré une 
hyperréactivité de cette région corticale et d’autres plutôt une hyporréactivité (Goldstein et al, 
2009; Potenza et al, 2012; Sinha et al, 2005). Elles restent cependant difficiles à interpréter 
car l’anxiété induite dans ces protocoles expérimentaux est le plus souvent associé à un fort 
désir de drogues (ou « craving ») et qu’il n’est donc pas possible de distinguer si la réactivité 
du cortex cingulaire antérieur est liée au « craving » et/ou à l’anxiété elle-même. 
   Si nous mettons en regard nos résultats sur l’inactivation transitoire du dCPFm et nos 





dCPFm dans l’anxiété au cours du sevrage. Nos données neuroanatomiques montrent que la 
diminution de la densité des cellules exprimant Fos est associée à un comportement anxieux 
élevé ce qui suggère qu’un déficit d’activation de cette structure participerait à l’expression 
d’un état anxieux. A l’inverse, les injections corticales de muscimol suggèrent plutôt qu’une 
hyperréactivité du dCPFm est responsable de l’expression du comportement anxieux observé 
dans l’OA. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour essayer d’expliquer ces résultats 
en apparence contradictoires : 
1) Il a été montré que le facteur de transcription delta Fos B, induit par l’exposition chronique 
à la cocaïne, s’accumule dans les neurones pendant plusieurs jours après l’arrêt de 
l’exposition à la drogue (voir Rappels bibliographiques § 1-3-3 Cocaïne et neuroadaptations 
cérébrales) et peut inhiber l’expression de la protéine Fos (McClung et al, 2004b; Perrotti et 
al, 2008; Renthal et al, 2008). Si la protéine delta Fos B est exprimée dans les neurones 
corticaux impliqués dans l’expression de l’anxiété, elle peut être à l’origine de 
neuroadaptations modifiant la réactivité de ces neurones mais aussi une cause de l’atténuation 
de la réponse observée avec Fos chez les rats sevrés de cocaïne. Dans ce cas, la diminution de 
Fos lors de l’exposition à l’OA chez les rats sevrés ne serait pas nécessairement le reflet d’une 
hyporéactivité.  
2) On peut aussi supposer que chez les rats sevrés l’exposition à l’OA active une population 
neuronale dans le dCPFm plus restreinte que chez les rats témoins (d’où la diminution de la 
densité des cellules exprimant Fos) mais que cette population de neurones soit beaucoup plus 
active que chez ces derniers.  
????
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
   Comme nous l’avons vu tout le long de ce manuscrit, les périodes initiales d’abstinence à la 
cocaïne se caractérisent souvent par l’apparition d’un état anxieux, qui par lui-même ou en 
association avec d’autres facteurs environnementaux, peut favoriser la reprise de la drogue ou 
la rechute chez les personnes dépendantes. Le traitement de l’anxiété est particulièrement 
délicat puisque les anxiolytiques les plus couramment utilisés, à savoir les benzodiazépines, 
ont eux-mêmes un pouvoir addictif très important (Licata and Rowlett, 2008). Ces substances 
devraient donc idéalement être évitées chez les patients vulnérables à la dépendance aux 
substances psychoactives. Quant aux antidépresseurs qui se sont montrés efficaces en 
clinique, ils présentent un délai d’action très lent (plusieurs semaines). Il serait donc important 
de pouvoir proposer aux usagers un traitement pharmacologique adapté (action rapide et sans 
effets indésirables) afin d’éviter le recours à d’autres substances à risque addictif (héroïne et 
alcool) pour soulager cet état. Ceci aurait l’avantage d’éviter le déplacement d’une addiction à 
une autre et/ou une polytoxicomanie encore plus complexe à traiter. 
   Dans ce contexte, notre travail basé sur un modèle animal de sevrage à la cocaïne chez le rat 
a apporté des données nouvelles sur l’évolution des symptômes anxieux au cours des périodes 
d’abstinence et a montré que ces symptômes sont d’autant plus exacerbés que l’animal doit 
faire face à une situation fortement anxiogène. Notre travail nous a permis également 
d’apporter des informations nouvelles sur les substrats neuronaux sous-tendant l’anxiété liée 
au sevrage à la cocaïne. Nous avons pu notamment mettre en évidence des altérations 
fonctionnelles importantes au niveau du dCPFm, en s’affranchissant des obstacles 
communément rencontrés dans les études chez l’homme comme la polytoxicomanie ou la 
préexistence de troubles psychiatriques divers. Il reste cependant de nombreux points à 
explorer afin de compléter cette étude et continuer à faire avancer notre problématique.  
1) Concernant le dCPFm et son implication dans le contrôle de l’anxiété manifestée au 
cours du sevrage, il nous paraît primordial d’effectuer les expériences suivantes :  
- Vérifier la sphère de diffusion du muscimol en injectant du muscimol fluorescent (Allen et 
al, 2008) pour s’assurer que dans nos conditions expérimentales nous ciblons spécifiquement 
le dCPFm, puis compléter l’étude fonctionnelle initiée avec des injections locales de 





- Pour ce qui est de l’intervention possible de delta Fos B dans la diminution de l’induction de 
Fos, nous proposons d’étudier l’expression basale de la protéine delta Fos B à 2 jours de 
sevrage. Si cette protéine est exprimée dans le CPFm à cette période de sevrage, elle pourrait 
expliquer en partie la diminution d’expression de Fos observée. Il serait important alors de 
suivre son expression pendant la période de sevrage (Perrotti et al, 2008; Sato et al, 2011) et 
reprendre quelques-unes de nos expériences à une période où elle n’est plus exprimée et qui 
serait donc plus propice à l’interprétation de nos résultats sur l’induction de Fos par 
l’exposition à l’OA. Ces expériences sont en cours dans notre équipe. 
- Il est possible que l’exposition à l’OA sollicite chez les rats sevrés une population plus 
restreinte de neurones que chez les rats témoins, mais que cette population neuronale soit 
hyper-réactive ce qui pourrait concilier l’observation d’une plus faible densité de cellules 
exprimant Fos chez les rats sevrés et une hyperréactivité du dCPFm au cours du sevrage. 
Cette hypothèse est par contre plus difficile à tester.  
2) Sur le plan comportemental, notre étude a permis de révéler une plus grande difficulté à 
faire face aux situations anxiogènes chez les rats sevrés. Les tests d’anxiété que nous avons 
utilisés sont basés sur un conflit approche - évitement de situations naturellement aversives 
pour l’animal et il serait donc intéressant d’étendre cette étude à d’autres tests d’anxiété 
notamment ceux impliquant la mémoire de peur apprise. Chez l’homme, le déficit 
d’extinction de mémoires de peur apprise est considéré comme un symptôme commun aux 
différentes formes d’anxiété pathologique (Graham and Milad, 2011) d’où l’intérêt majeur de 
cette étude. 
Dans cet objectif, notre équipe a initié un nouveau projet qui s’intitule : « Cocaïne et 
extinction des mémoires de peur ». Le travail s’effectuera en collaboration avec une équipe de 
recherche du Centre de Neurosciences de Lyon qui étudie la mémoire émotionnelle (Equipe 
du Dr. A.M Mouly) et abordera l’impact  d’une exposition chronique à la cocaïne sur les 
processus d’acquisition et d’extinction de la peur conditionnée. Très peu d’études se sont 
intéressées aux performances d’animaux exposés à la cocaïne dans l’apprentissage de peur 
conditionnée et son extinction (Burke et al, 2006; Morrow et al, 1995). De même, il existe 
très peu de données sur le fonctionnement des circuits neuronaux impliqués dans l’extinction 
de la mémoire de peur chez les animaux traités à la cocaïne.  
D’autre part, notre travail s’intègre dans une thématique de recherche plus générale puisque 





cocaïne et symptômes anxio-dépressifs. Nos conditions expérimentales n’ont pas révélé 
d’effet du traitement chronique à la cocaïne sur les comportements de type dépressif des 
animaux et comme nous l’avons discuté à la fin du chapitre I il a été suggéré que les 
symptômes dépressifs observés chez les usagers de cocaïne peuvent être soit une cause soit 
une conséquence de son utilisation. Pour tenter de répondre à cette question, une étude est en 
cours dans notre laboratoire afin d’étudier l’appétence et la sensibilisation motrice à la 
cocaïne chez des souris pseudo-dépressives sélectionnées sur la base de leur comportement 
résigné dans le test de suspension par la queue (HR pour Helpless Rouen) par rapport à leurs 
homologues non résignés (NHR pour Non-helpless Rouen). Ce modèle animal de dépression 
développé par Malika El Yacoubi et Jean-Marie Vaugeois (El Yacoubi et al, 2003) permettra 
d’aborder la question du lien entre un phénotype pseudo-dépressif chez l’animal et la 
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Discontinuation of drug intake in cocaine abusers commonly produces a variety of adverse 
withdrawal symptoms among which anxiety and depression-related behaviors are prevailing 
during the initial period of abstinence.  
The aim of this study was to provide further insight into the functional neurobiological 
dysregulations that might contribute to these pathological states. Rats were treated with 
cocaine or saline for 14 days (20 mg/kg; i.p) and anxiety-related behaviors was assessed in 
different paradigms (elevated plus-maze (EPM), confinement to an open arm of the EPM and 
shock-probe burying tests) for up to 4 weeks after withdrawal. We concomitantly assessed 
depression-like behaviors by the forced swim test and sucrose preference test.  
Our results demonstrated that cocaine withdrawal induced persistent heightened levels of 
anxiety that last for at least 28 days. In contrast, the same treatment did not affect depression-
like behaviors. We then used Fos immunohistochemistry to map neuronal activation patterns 
in withdrawn rats confined to one open arm of an EPM, and a double labeling procedure using 
Fos immunohistochemistry and in situ hybridization of glutamic acid decarboxylase or 
vesicular glutamate transporter mRNAs to identify the phenotype of the activated neurons. 
Our data showed that the exacerbated anxiety observed in cocaine treated-rats exposed to an 
elevated open arm was accompanied by an altered reactivity of the dorsal medial prefrontal 
cortex (anterior cingulate and dorsal prelimbic cortices), and subcortical regions such as the 
paraventricular thalamic nucleus and the lateral and anterior areas of the hypothalamus. In the 
medial prefrontal cortex, we found that more than 65% of activated neurons were 
glutamatergic projection neurons whereas the remaining were GABAergic interneurons.  
The present study provides new insights on the neural substrate underlying pathological 






Cocaine addiction is a chronic brain disorder characterized by compulsive drug use and high 
risk of relapse. Like other drugs of abuse, cocaine induces both powerful positive reinforcing 
effects and negative affective states that emerge when access to the drug is prevented. Indeed, 
discontinuation of drug intake in cocaine abusers commonly produces a variety of adverse 
withdrawal symptoms, among which sleep disturbances, anxiety and depression-related 
behaviors are prevailing during the initial period of abstinence [1]. Clinical studies have also 
revealed a persistent hypersensitivity to stress expressed by greater emotional arousal, 
enhanced anxiety and endocrine reactivity [2–4]. These psychobiological responses to stress 
exacerbate with cocaine use [5] and have been suggested to increase drug abuse and relapse in 
addicts [6–9].  
The mechanisms and brain regions underlying dysfunctional aspects of anxiety processing in 
cocaine abstinent abusers are still poorly understood. Human and animal studies on the 
processing of negative emotions such as anxiety have implicated several medial prefrontal 
cortex (mPFC) regions and a set of limbic structures which includes the amygdala, insula as 
well as interconnected structures such as the hypothalamus [10–12]. Interestingly, 
neuroimaging studies in abstinent cocaine dependent patients and studies in rodents have 
consistently pointed to persistent structural and functional alterations not only within the 
mesolimbic dopamine reward system [13,14] but also in the PFC (especially in the 
orbitofrontal, cingulate and insular cortices) [15–20] and some of its connected subcortical 
areas (amygdala, thalamus and hippocampus) [21–23]. The high overlap between the brain 
regions affected by chronic cocaine exposure and those that are parts of the proposed anxiety 
circuits suggests that some of them may contribute to the impaired expression and/or 





In order to address this issue, we first assessed in rats anxiety-like behaviors in different 
paradigms (elevated plus-maze (EPM), confinement to an open arm of the EPM and shock-
probe burying tests) for up to 4 weeks after withdrawal from chronic cocaine treatment. In 
addition, we concomitantly assessed depression-like behaviors by the forced swim test and 
sucrose preference test. Indeed, although the anxiogenic and depressive-like properties of 
cocaine withdrawal have been documented in numerous animal studies [24–29], the extent to 
which anxiety-like behaviors persists over a protracted period of withdrawal and its relation 
with depression-like behaviors remains unclear. We then sought to unravel the 
neurobiological mechanisms behind the impaired expression and regulation of anxiety levels 
during withdrawal. We used Fos immunohistochemistry to map neural activation patterns 
elicited by open arm exposure in withdrawn rats, with specific emphasis on the mPFC and its 
functional and cellular heterogeneity.  
METHODS 
Animals 
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, France) weighing 200-225 g upon arrival were 
housed in groups of four and maintained in a temperature-controlled environment on a 12-
hour light/dark cycle (lights on at 7:00 AM) with access to food and water ad libitum. Once a 
day for 5-7 days before the treatment, rats were handled for few minutes to reduce the 
stressful effects of handling. All experiments were performed between 9:30 AM and 5:00 PM. 
Independent groups of rats were used for each behavioral test and for each period of 
withdrawal. 
Every effort was made to minimize animal suffering and the number of animals used. All 





Council Directives (86/609/EEC) and the French guidelines (Act 87-848 Ministère de 
l’Agriculture) on the care and use of laboratory animals. The protocols were approved by the 
Institutional Animal Care and Use Committee of our University 
Chronic cocaine treatment  
Rats were administered cocaine hydrochloride (COOPER, France) (20 mg/kg; i.p.) or saline 
(0.9 %) in their home cage once a day for 14 days as previously described [30,28].  
Elevated plus-maze 
A Plexiglas elevated plus-maze (EPM) consisting of two open (50x10 cm) and two enclosed 
(50x10x40 cm) arms with a black floor and arranged such as the open arms were opposite to 
each other was used. The maze was elevated 65 cm above the floor and located inside an 
isolated room with 10 lux of luminosity in the central zone. 
Rats were placed in the central zone facing an open arm and their behaviors videotaped during 
the 5-min test period. The behavioral parameters scored were the number of entries and the 
time spent in the open and closed arms (one entry was counted when the rat had all 4 paws in 
the considered arm). Exploratory movements of the head (head-scanning) and immobility 
times were also monitored.  
Open arm 
For this test, one open arm of the EPM was isolated from the central zone and the closed arms 
of the maze by a 40 cm high wall. The open arm was divided into two equal parts, one 
proximal and one distal in relation to the high wall. Rats were placed in the middle of the 
open arm facing the open space. The behavioral parameters scored during 5 min were the 





dips and rearing, and the time spent head-scanning and freezing (defined as complete 
immobility with the exception of respiratory-related movements). 
Shock-probe burying test  
The apparatus consisted of a Plexiglas cage (25 cm wide, 41 cm long and 21 cm high) 
covered with 5-cm deep standard bedding material. A removable, electrified probe (7 cm 
long, 1.2 cm wide and 0.8 cm high; Intellibio, France) was placed through a hole 2 cm above 
the bedding material and was connected to a Coulbourn precision shocker (Bilaney 
Consultant, Germany) calibrated to deliver a shock of 0.5 mA whenever the rat touched it 
with a forepaw or the snout.  
Rats were habituated (3–4 cage mates together) to the apparatus in the absence of the shock 
probe for 1 h each day for two consecutive days. On the third day, rats were tested 
individually with the electrified probe in place. Five min after the first shock, the current was 
turned off and the behaviors scored offline for 15 min following the first shock by an observer 
unaware of the treatment. Parameters measured were the duration of burying, the latency to 
return to the probe after the first shock and the total duration of immobility.  
Sucrose preference test  
Anhedonia was assessed daily during exposure to cocaine and withdrawal by way of the 
sucrose preference test. Briefly, rats were housed in a single cage and were presented with 
two pre-weighed bottles containing either a sucrose solution or tap water. Water and sucrose 
consumption were measured at 10:00 AM each testing day at which time the position of the 
sucrose bottle (left or right) was reversed to control for side preference. Sucrose preference 





Forced swim test 
The procedure was similar to that described previously [31]. Rats were individually placed in 
glass cylinders containing water (25 ± 0.5°C) at a depth of 35 cm. Two swim sessions were 
conducted. A 15-min pretest was performed at 24 h of withdrawal followed by a 5-min test 24 
h later. The 5-min test was recorded and analyzed by a video-tracking system (Viewpoint, 
Lyon, France) allowing measurements of the total duration of immobility, swimming and 
climbing.  
Immunohistochemistry 
Two hours after the onset of the open arm test, animals were deeply anesthetized with sodium 
pentobarbital (50 mg/kg; i.p) and transcardially perfused with saline followed by 4% 
paraformaldehyde. Free-floating brain sections were processed using a standard 
immunohistochemical procedure as previously described [32]. Briefly, a 1-in-8 series of free-
floating tissue sections was taken for each rat and incubated overnight with primary 
antibodies in order to visualize neuronal nuclei (NeuN) (1:8000; Chemicon International, 
USA), glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1:8000, Dakocytomation, Denmark) and Fos 
(1:5000; SC-52; Santa Cruz Biotechnology, USA). The latter primary antibody reacts with rat 
Fos protein but not with Fos B and ? Fos B proteins as tested by western blot (data not 
shown).  
Rats were assigned to four groups: cocaine-treated rats and saline-treated rats exposed to OA; 
cocaine-treated rats and saline-treated rats taken in their home cage to the experiment room 
but not exposed to the open arm. In each experiment, sections from rats of the four groups 





Fos immunohistochemistry combined with GAD or vGlut1 mRNA in situ 
hybridization 
The antisense glutamic acid decarboxylase (GAD) probe [33] and vesicular glutamate 
transporter 1 (vGlut1) antisense probe [34] were obtained by in vitro transcription using a 
nonradioactive digoxigenin RNA labeling kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The 
double labeling (Fos immunohistochemistry and mRNA in situ hybridization) was performed 
as previously described [35]. 
Images were captured using a light microscope (Axioskop 2, Carl Zeiss, Germany) equipped 
with a digital camera (Nikon Coolpix E995, Japan). All images were imported into Adobe 
Photoshop, adjusted for contrast and luminosity and assembled into plates.  
Cell counts 
Bright field images of sectioned material were viewed with a Zeiss Axioskop 2 microscope 
equipped with an X/Y sensitive stage and a video camera connected to a computerized image 
analysis system (Mercator, Explora Nova, La Rochelle, France). The planes of the analyzed 
sections were standardized according to the atlas of Paxinos and Watson [36]. The location of 
the samples used for Fos quantitative analysis is shown in Fig. 3.  
The quantification was carried out by first delineating the brain sections and the regions of 
interest (ROI) at low magnification (x 4 objective). The ROI outlines were further refined 
under a x 10 objective and labeled cells then counted manually by an observer blind to the 
experimental groups. For each rat, two sections per structure were quantified bilaterally. The 
density of labeled cells per mm2 was then determined and used to calculate the group means 






Since our data do not meet the assumptions of normality, they were analyzed by a non 
parametric Kruskal-Wallis test followed by a Mann-Whitney U test for pairwise comparisons. 
The sucrose consumption data were analyzed by a two-way ANOVA with one between-
subject factor (treatment) and one within-subject factor (time). The level of significance was 
set at p <0.05. All values were expressed as mean ± SEM. Staview software was used for 
these statistical analyses. 
RESULTS
Cocaine withdrawal increases anxiety-related behaviors in the open arm and shock 
probe buyring tests  
Our results showed that cocaine- and saline-treated rats display no major significant 
differences in anxiety-related parameters in the EPM after 2 days of withdrawal. No 
difference was observed in the total number of entries in the open arms, in the percentage of 
time spent in the open arms (Fig. 1A) or in the immobility time (Fig. 1B). The only significant 
difference observed was in the time spent head-scanning (Fig. 1C). No significant difference 
was observed in the total number of entries into open or closed arms (11.42 ± 1.44 vs 
10.9 ± 2.03 for saline- and cocaine-treated rats respectively).  
The absence of differences in anxiety-related behaviors between cocaine- and saline-treated 
rats in the EPM led us to postulate that a more anxiogenic environment, such as confinement 
to the open arm [37] might be more appropriate to reveal behavioral alterations displayed by 
cocaine withdrawn rats. Two days after the last cocaine injection, rats exhibited longer 
periods of freezing during the exploration of the open arm (Fig. 1E) and less time head 
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withdrawal period (F1,8 = 1.10; ns) (Fig. 2A). In the forced swim test, the immobility, 
swimming and climbing times were similar in saline- and cocaine-treated rats at 2 days of 
withdrawal (Fig. 2B). 
Cocaine withdrawal alters the neuronal activation profile elicited by open arm exposure  
Possible alterations in brain reactivity of cocaine withdrawn rats were explored with the 
expression of the immediate early gene Fos as a marker of neuronal activation. In basal 
conditions, i.e. in rats not exposed to the open arm, the densities of Fos-expressing cells were 
low in most areas examined (< 200 positive cells/mm2), except in the piriform and primary 
visual cortices and the paraventricular thalamic nucleus where the densities of Fos-expressing 
cells were around 600 positive cells/mm2. There were no significant differences between 
saline- and cocaine-treated rats in these regions (Figs. 4 and 5).  
In cortical areas, exposure to the open arm enhanced the density of Fos-expressing cells in all 
subdivisions of the mPFC (anterior cingulate, dorsal and ventral prelimbic, infralimbic), 
ventral orbital and piriform cortices in both groups of rats whereas there was no change in the 
primary visual cortex (Fig. 4). Two of these 7 quantitatively evaluated areas exhibited a 
significantly lower Fos response in cocaine withdrawn rats, the anterior cingulate (38 % 
reduction) and the dorsal prelimbic cortices (45 % reduction) (Fig. 4). In the ventral prelimbic 
cortex, the Fos response in cocaine withdrawn rats was also lower (34 % reduction) but did 
not reach statistical significance. 
In subcortical areas, open arm exposure enhanced the density of Fos-expressing cells in the 
paraventricular thalamic nucleus, hypothalamus (paraventricular nucleus, anterior and lateral 
areas), amygdala (medial and central nuclei) and ventral subiculum in both groups of rats 
(Fig. 5). It should be noted that in the hippocampal formation, the largest number of Fos-





number was very low in the dentate gyrus, the different subfields of Ammons’s horn and the 
dorsal subiculum.  
Fos response to open arm exposure was lower in cocaine withdrawn rats in only 3 of these 
quantitatively evaluated areas: the paraventricular thalamic nucleus (31 % reduction), the 
anterior (29 % reduction) and lateral (46 % reduction) areas of the hypothalamus (Fig. 5). In 
other brain regions, such as the rostral nucleus accumbens, lateral septum, basolateral nucleus 
of the amygdala and periaqueductal gray matter, Fos expression was not significantly affected 
by the confinement to the open arm.  
Cocaine withdrawal similarly affects the reactivity of glutamatergic and GABAergic 
neurons of the mPFC
We first ensured that the decrease in Fos-expressing cell densities observed in cocaine 
withdrawn rats was not altered by cortical structural changes in terms of neuronal (NeuN-
expressing cells) or astroglial cell (GFAP-expressing cells) packing densities. Our results 
showed no significant difference in the densities of NeuN- or GFAP-expressing cells in the 
anterior cingulate, prelimbic or infralimbic cortices of cocaine- and saline-treated rats (Table 
1). The quantification of neuronal cell densities in the mPFC allowed us to evaluate the 
percentage of Fos-reactive cells after open arm exposure (ratio of Fos-expressing cells on 
NeuN-expressing cells). This percentage did not exceed 30% in the cingulate cortex and 20% 
in the prelimbic and infralimbic cortices. 
We then sought to determine the phenotype of the cortical Fos-activated neurons. Double 
labeling of Fos-labeled cells with vGlut1 mRNA or GAD mRNA (Fig. 6) indicated that Fos 
activation occurred in glutamatergic (more than 65% of Fos-activated neurons) as well as 
GABAergic neurons (about 35% of Fos-activated neurons), percentages that were maintained 






Two major findings have emerged from the present study. First, we showed that cocaine 
withdrawal had a sustained effect on anxiety-related behaviors, particularly that in response to 
highly challenging situations. In contrast, the same treatment did not affect depression-like 
behaviors suggesting that in our experimental conditions, cocaine had a more profound effect 
on the mechanisms involved in the regulation of anxiety than those involved in mood 
regulation. Second, our anatomical data provide new insight into the neural substrates 
underlying pathological anxiety during cocaine withdrawal. Indeed, we showed that 
exacerbated anxiety observed in cocaine withdrawn rats placed in an anxiogenic environment 
was accompagnied by dysfunctions within a restricted neural network including the dorsal 
mPFC and anatomically-related subcortical regions such as the paraventricular thalamic 
nucleus and specific regions of the hypothalamus. 
Our behavioral data increased our knowledge on the affective states induced by withdrawal 
from chronic cocaine exposure in rodents. While several studies have already reported a 
similar elevation of anxiety-related behaviors in rodents exposed to the EPM [30,28,29], here 
we have shown that this effect is more readily observed and more sustained in rats having to 
cope with a higher anxiogenic environment [37] or an aversive stimulus [38]. This heightened 
anxiety state was evidenced by long bouts of freezing in the open arm (that persisted for at 
least 8 days, data not shown) or immobility in the shock probe burying tests that persisted for 
at least 28 days of withdrawal. These passive behaviors cannot be interpreted as an impaired 
motor activity since cocaine withdrawn rats exhibited a comparable number of entries into the 
distal zone of the open arm, or total number of entries into open and closed arms in the EPM. 
These behavioral findings suggest that cocaine-induced neuroadaptations contribute to long-
lasting impairment in the ability to cope with anxiogenic or stressful situations following drug 





heightened levels of anxiety are expressed after protracted withdrawal periods when rats are 
placed in highly challenging situations such as that during the defensive burying test 
procedure [38,25,24] or after exposure to contextual cues previously paired with cocaine 
[39,40]. Our data are also relevant with regards to clinical studies highlighting a persistent 
hypersensitivity to stress during abstinence in cocaine abusers [2–4]. 
In contrast, we found no alterations in behaviors related to depression. We observed no 
evidence of helplessness or anhedonic states during withdrawal, two different aspects of 
depression that were respectively assessed by the forced swim test and the sucrose preference 
test. Previous data addressing this issue have yielded equivocal results, with some reporting 
no change [41] and others alterations in behaviors in the forced swim test during early phase 
of cocaine withdrawal [42,43,27]. Regarding anhedonic-like symptoms during cocaine 
withdrawal, they have been only reported in experiments using the intracranial self-
stimulation procedure as a measure of brain reward system function [44]. Thus, the 
discrepancies observed between the different reports and our data might be due to procedural 
differences including the amount and pattern of cocaine administration (active vs passive, 
daily vs binge administrations) and testing procedure. Although we observed no effect of 
chronic cocaine treatment on depression-related behaviors in our experimental conditions, we 
may hypothesize that cocaine-induced disruption in anxiety regulation compromises stress 
coping and increases vulnerability to depression mediated by stressful life events. Further 
investigations are needed to address this specific issue.  
To the best of our knowledge, no previous anatomical study has directly addressed the 
identification of the neural circuits underpinning the impaired expression or regulation of 
anxiety observed during cocaine withdrawal. Previous studies aiming at characterizing the 
neurobiological substrates of cocaine-induced anxiety have focused on the action of different 





[45] and delta opioid [27] receptors. Here, using Fos immunohistochemistry, we showed that 
open arm exposure activates a large number of cortico-limbic areas also stimulated by 
different innate anxiety paradigms [46–48]. In addition, we demonstrated that the enhanced 
anxiety observed in cocaine withdrawn rats was associated with altered neuronal processing 
in specific key areas of the brain. Indeed, whereas regions such as the central and medial 
nuclei of the amygdala, ventral subiculum, infralimbic cortex or dorsolateral periaqueductal 
gray did not show differential activation in cocaine withdrawn rats compared to NaCl-treated 
rats, a small set of interconnected regions including the cingulate and dorsal prelimbic 
cortices, paraventricular thalamic nucleus, lateral and anterior hypothalamic areas exhibited a 
striking significantly lower number of Fos-expressing neurons in cocaine-withdrawn rats.  
This specific neuroanatomical effect in cocaine withdrawn rats is a novel finding of interest in 
many respects. Our results are in line with observations made in two other rodent models of 
pathological anxiety, high anxiety BALB/c mice [49] or rodents selectively bred for high 
anxiety-related behaviors [47,50]. In these rodents, a blunted Fos response to anxiogenic 
situations was revealed in the cingulate cortex, but not in the prelimbic and infralimbic 
cortices, when compared to their low anxiety counterparts (respectively C57BL/6 mice and 
rodents selected for their low-anxiety related behaviors). Moreover, these studies, like our 
own, pointed to altered Fos responses in subcortical areas such as the paraventricular thalamic 
nucleus, anterior and lateral hypothalamic areas. Interestingly, the paraventricular thalamic 
nucleus and the lateral hypothalamus areas are interconnected to the mPFC [51–53] and have 
been involved in different aspects of anxiety [54,55]. Our data thus provide further link 
between this restricted corticolimbic network and anxiety and strongly suggest that it may 
contribute to different forms of pathological anxiety, including those induced by cocaine.
The differential effect of cocaine withdrawal on the reactivity of the dorsal and ventral 





Anatomical and functional studies have demonstrated a dorsoventral gradient along the 
mPFC, with the dorsal part (that includes the anterior cingulate and dorsal prelimbic cortices) 
primarily interconnected to regions that reportedly affect cognition, and the ventral part (that 
includes ventral prelimbic and infralimbic cortices) connected to autonomic/visceral related 
regions [51,53,56]. Consistent with this, multiple lines of evidence demonstrated that the 
ventral mPFC plays an important role in the generation of anxiety, based on the fact that focal 
lesions or local inactivation of this area have an anxiolytic effect in rats [57,58] and reduce the 
autonomic [59] and hormonal [60] responses to acute emotional stress. The role of the dorsal 
mPFC in innate anxiety is more controversial since some studies reported anxiolytic effects 
[57,61] while others reported anxiogenic effects [62,63] after its inactivation. This may be due 
to its modulatory influence on emotional behaviors and the fact that its involvement may vary 
according to the anxiogenic situations the rodents is faced with [64]. In view of our results, 
we may hypothesize that the high anxiety levels observed in cocaine withdrawn rats is linked 
to a poor recruitment of dorsal mPFC neurons leading to a decreased control over emotional 
and cognitive aspects of anxiety-related behaviors.   
Our animal model also allowed us to go further into the cellular analysis of cocaine-induced 
alterations in the mPFC without the confounding obstacles commonly encountered in human 
studies such as polydrug abuse, premorbid psychiatric conditions and variable drug history. 
Since previous studies have reported the remodeling of cortical neuron dendrites [13,19], 
microischemia [65] and significant modifications in astroglial cell number, size and shape 
complexity [66] after chronic cocaine treatment, we first ensured that the decrease in Fos-
expressing cell densities observed in the cocaine withdrawn rats was not confounded by 
structural changes in the cortex that could have led to modifications in neuronal cell densities. 
We next demonstrated that open arm exposure activated a majority of cortical glutamatergic 





were GABAergic interneurons. This ratio, which concords with the estimated proportion of 
these two populations of neurons in various cortical areas [67], was not affected in cocaine 
withdrawn rats. We conclude therefore that cocaine has no preferential action on the reactivity 
of glutamatergic or GABAergic cortical neurons involved in anxiety processing. However, 
how these subsets of cingulate and dorsal prelimbic glutamatergic outputs act to shape the 
high levels of anxiety observed in cocaine-treated rats is an important question to address in 
the future. 
Although Fos is considered as a generic marker of acute neuronal activation and/or changes in 
cellular signaling [68] its expression might be modified by previous pharmacological 
treatment. It has been shown that chronic cocaine exposure induced the accumulation of 
?FosB, a highly stable splice variant of FosB which negatively regulates the expression of 
Fos [69–71]. Thus, if ?FosB is expressed in cortical circuits involved in the expression or 
regulation of anxiety, it could account for the attenuated Fos response observed in cocaine 
withdrawn rats and for dysregulations of neuronal function [72] but not necessarily to an 
hyporeactivity. Clearly, further investigations are needed to determine whether the altered 
dorsal mPFC reactivity, for example, has a causal role in the exacerbated anxiety behaviors 
observed in cocaine withdrawn rats. Experiments allowing transient activation or inactivation 
of this sparsely distributed neural system would be suitable to address this issue.  
To our knowledge, this is the first study to provide direct neural correlates for cocaine-
induced disruption in ability to cope with highly anxiogenic situations. Our observations 
reinforcing the potential importance of the PFC in the negative sequelae of chronic cocaine 
exposure is in consonance with previous studies reporting neuroadaptations in corticostriatal-
limbic circuits that underlie behavioral and cognitive aspects of cocaine dependence [13,18]. 





pathophysiological mechanisms of cocaine-induced anxiety, but also to develop new 
pharmacological tools for its treatment.  
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Table 1. Densities of neurons and astroglial cells and proportion of Fos-positive cells 
expressing vGlut1 mRNA or GAD mRNA in the mPFC. Quantification was performed in 
infralimbic, prelimbic and anterior cingulate cortices of cocaine- and saline-treated rats after 
open arm exposure. Data are expressed as mean ± SEM of three rats from each group and 
represent the density of labeled cells/mm2 or the percentage of Fos-expressing cells containing 
the mRNAs coding for vGlut1 or GAD. 
Figure legends  
Figure 1. Effects of cocaine withdrawal on anxiety-related behaviors. Behavior was 
assessed in the elevated plus-maze (A-C, n = 7-10), open arm (D-F, n = 10-14) and shock-
probe burying tests (G-I, n = 10-14) in cocaine-treated rats (black bars) compared to saline-
treated rats (white bars). Data are expressed as mean + SEM , *p <0.05, **p <0.01 versus 
saline-treated rats. 
Figure 2. Effects of cocaine withdrawal on depression-related behaviors. Behavior was 
assessed in the sucrose preference (A, n = 5-6) and forced swim tests (B, n = 8-7) in cocaine-
treated rats (black circles or black bars) compared to saline-treated rats (white circles or white 
bars). (A) Evaluation of the preference for 0.5% sucrose solution during 28 days of 
withdrawal. The small graph on the bottom right shows the measurement of a preference for 
the sucrose solution at different concentrations in naive rats. (B) Measurement of different 
behavioral parameters in the forced swim test performed at 2 days of cocaine withdrawal. 





Figure 3. Schematic diagrams showing the 18 areas in which Fos expression was 
quantified. The diagrams adapted from the atlas of Paxinos and Watson (1998) indicate the 
placement of grids for counting Fos-expressing cells. Bregma 3.2: VO, ventral orbital cortex; 
Bregma 2.7: Cg, cingulate cortex; dPrL, dorsal Prelimbic; vPrL, ventral prelimbic cortex; 
cortex; IL, infralimbic cortex; Pir, piriform cortex; Acb, accumbens nucleus; Bregma -0.26: 
LSV, lateral septum nucleus; Bregma -1.88: PVA, paraventricular thalamic nucleus; PVNp, 
parvocellular part of the paraventricular hypothalamic nucleus; AH, anterior hypothalamic 
area; LH, lateral hypothalamic area; Bregma -2.8: CeM, central nucleus of the amygdala; 
BLA, anterior part of basolateral amygdala; MeA, medial nucleus of the amygdala; Bregma -
5.6: V1M, primary visual cortex; S, subiculum; Bregma -7.8: VLPAG: ventrolateral part of 
periaqueductal gray.      
Figure 4. Effect of a 2-day cocaine withdrawal on Fos expression in cortical regions after 
open arm exposure. Cocaine-treated rats (black bars) were compared to saline-treated rats 
(white bars) under basal conditions (n=5-6) and after a 5-min exposure to the open arm test 
(n=7-12). Data are expressed as mean + SEM, *p <0.05, **p <0.01 versus the corresponding 
group of rats in basal conditions. #p <0.05 versus saline-treated rats placed in the open arm.  
Figure 5. Effect of a 2-day cocaine withdrawal on Fos expression in subcortical regions 
after open arm exposure. Cocaine-treated rats (black bars) compared to saline-treated rats 
(white bars) under basal conditions (n=5-6) and after a 5-min exposure to the open arm test 
(n= 7612). Data are expressed as mean + SEM, *p <0.05, **p <0.01 versus the corresponding 





Figure 6. Photomicrographs showing double labeled cells in the cingulate cortex. Fos-
GAD mRNA and Fos-vGlut1 mRNA expressing cells after exposure to the open arm are 
illustrated on photomicrographs A and B respectively. Arrows point to double labeled cells. In 
C is illustrated the distribution of GFAP-expressing cells (in black) and NeuN-expressing-
cells (in brown). Scale bar = 20 μm.  
?
Figure 1 
ANNEXES 
?
????
?
?
Figure 2 
ANNEXES 
?
????
?
?
Figure 3 
??
ANNEXES 
????
Figure 4 
?
??
ANNEXES 
????
Figure 5 
?
ANNEXES 
?
????
?
?
?
?
?
?
?
Figure 6 
Table 1 
